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Introducción y objetivo. El cáncer de mama (CM) es la principal causa de muerte por cáncer 
en mujeres a nivel mundial. Existe un gran número de factores, tanto ambientales como 
genéticos, que están implicados en el desarrollo del CM. Algunos de estos factores como el 
envejecimiento, la inflamación, las infecciones virales, las hormonas sexuales, además están 
relacionados con alteraciones epigenéticas relacionadas con el CM, siendo la metilación del 
ADN una de las mas estudiadas. La metilación del ADN es un fenómeno que se presenta 
normalmente durante la diferenciación celular y durante el proceso neoplásico se ve altamente 
desregulado. A pesar de esto existen ciertas tendencias en cuanto a los patrones de 
metilación que se presentan en células tumorales, las cuales pueden ser usadas como 
biomarcadores para ciertos tipos de cáncer o para determinar el pronóstico de los pacientes. 
La metilación en la región promotora del gen RASSF1A se ha asociado a un mal pronóstico, 
mayores índices de recaída y tasas de supervivencia baja en pacientes con CM. Objetivo. 
Evaluar el estado de metilación de la región promotora y su efecto con la expresión del gen 
RASSF1A en pacientes con  CM. Material y Métodos. Se recolectaron muestras de 48 
pacientes (34 muestras de sangre y 20 tumores). El ADN extraído de tumores y de sangre de 
10 pacientes con CM fue tratado con una solución de bisulfito. Posteriormente se uso la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la región promotora del 
gen RASSF1A. Después los amplicones se secuenciaron usando el método de Sanger y los 
productos se analizaron en un secuenciador de electroforesis capilar para detectar la 
metilación en la región promotora del gen. A la par de la extracción de ADN se extrajo ARN y 
este se convirtió a ADNc, el cual posteriormente se uso para realizar los ensayos de PCR en 
tiempo real para detectar los niveles de expresión del gen RASSF1A en tumores de pacientes 
con CM. Resultados. De los 10 tumores analizados, 9 de ellos presentaron metilación en la 
región promotora de RASSF1A (90%), mientras que de las 5 muestras de sangre analizadas, 
ninguna de ellas presento metilación En cuanto a los niveles de expresión, de las 7 muestras 
analizadas, 6 presentaron una sub-expresión en comparación con la muestra de referencia. 
De los 10 tumores analizados, 7 de ellos presentaron metilación en el sitio de restricción para 
la enzima BstuI, el cual se compone de dos dinucleótidos CpG seguidos uno del otro (CGCG). 
Al comparar el estado de metilación de las muestras con la expresión, se logró identificar que 
la metilación en el sitio CGCG mostró cierta correlación con los niveles de expresión que 
presentaba el gen en la misma muestra. Conclusiones. La metilación de la región promotora 
del gen RASSF1A, y específicamente del sitio de restricción CGCG, afectan en gran medida la 
expresión del gen RASSF1A, lo que pudiera ser usado como biomarcador realizando estudios 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
1.1 Cáncer de mama 
El cáncer es un conjunto de enfermedades que involucran un crecimiento 
celular anormal con el potencial de invadir o diseminarse a otras partes del cuerpo. 
Algunas de las características compartidas entre los diferentes tipos de cánceres 
son: autosuficiencia de señales de crecimiento, insensibilidad a señales de 
bloqueo del crecimiento, evasión de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, 
inducción y mantenimiento de la angiogénesis y activación de la metástasis e 
invasión a otros tejidos. 
Los tipos de cánceres se pueden clasificar en una gran variedad de 
categorías, siendo las principales: carcinomas, sarcomas y cánceres del sistema 
nervioso. 
La incidencia de cáncer a nivel mundial para el 2012 fue estimada en 14.1 
millones de nuevos casos, siendo los tipos más frecuentes los cánceres de 
pulmón, mama (mujeres) y colorrectal, representando estos tres el 34.6% de todos 
los casos a nivel mundial [1]. 
El cáncer de mama (CM) se caracteriza por un crecimiento desregulado de 
los diferentes tejidos que se encuentran en las mamas, siendo los carcinomas 
lobulares y ductales, los más frecuentes [2]. 
En el año 2012, 1.7 millones de mujeres fueron diagnosticadas con  CM y 
se estima que 6.3 millones de mujeres vivas habían sido diagnosticadas con  CM 
en los cinco años previos al 2012. Desde las estimaciones del 2008, la incidencia 
del  CM se ha incrementado en más de un 20%, mientras que la mortalidad se ha 
incrementado en un 14%. Adicionalmente, el  CM es la principal causa de muerte 
por cáncer en mujeres (522,000 muertes en el 2012) y el cáncer más 
frecuentemente diagnosticado entre mujeres en 140 de los 184 países alrededor 
del mundo, representando uno de cada cuatro casos de todos los tipos de 
cánceres en mujeres [1, 3]. 
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1.2 Cáncer de mama en México 
En México, el  CM es la neoplasia más frecuente, seguida del de próstata y 
después por el cervicouterino. En cuanto a mortalidad, el  CM ocupa el segundo 
lugar, solamente superado por el cáncer de próstata. En mujeres, esta neoplasia 
es la más frecuente y de mayor mortalidad [1]. 
En México, los estados que presentan el mayor número de casos de  CM 
en mujeres mayores de 20 años son: Campeche, Aguascalientes y Jalisco, con 
119, 54 y 50 casos por cada 100,000 habitantes, respectivamente; mientras que 
los estados con menor cantidad de casos son: Hidalgo, Guerrero y México, con 
9.9, 8.19 y 8.04 casos, respectivamente. Por el otro lado, los estados con los más 
altos índices de mortalidad son: Coahuila, Distrito Federal y Sonora, con 28.58, 
20.12 y 19.75 fallecimientos, respectivamente, por cada 100,000 habitantes. Los 
estados con los índices más bajos de mortalidad son: Quintana Roo, Campeche y 










En cuanto a la incidencia del cáncer de mama en México, no existe un 
patrón o tendencia que pudiera asociarse con la región geográfica, mientras que 
Figura 1. Tasa de mortalidad de cáncer de mama observada en mujeres de 20 años 




para la mortalidad, existe cierta tendencia hacia los estados del norte del país, 
pues estos son donde se encuentran los índices más altos de mortalidad, como se 
puede observar en la figura 1.  
Es importante resaltar que Nuevo León es el segundo estado en donde se 
realizaron mayor numero de mamografías hasta el 2012. Sin embargo, también es 
uno de los estados con un mayor índice de mortalidad [4]. 
1.3 Diagnóstico 
Algunas veces el  CM es detectado después de que los síntomas aparecen, 
pero muchas mujeres con  CM temprano no tienen síntomas. Es por esto que 
resulta importante realizarse las pruebas de monitoreo recomendadas antes de 
que aparezcan los primeros síntomas. 
1.3.1 Exploración física 
Este método, al ser relativamente fácil de realizar, es uno de los principales 
métodos de prevención del  CM, ya que al realizarse correctamente, puede ayudar 
a localizar cualquier bulto o anormalidad que se detecte en el seno y la paciente 
rápidamente puede recibir asesoría médica para determinar qué es ese 
abultamiento. 
1.3.2 Mastografía 
La mastografía es hasta ahora el mejor método de detección. Este método 
diagnóstico tiene una sensibilidad de entre 80 y 95%. Sin embargo, entre un 10 y 
15% de los tumores pueden permanecer ocultos principalmente en mujeres con 
mamas densas [5].  
Esta herramienta es valiosa, particularmente en aquellos casos en los que 
el médico detecta un signo poco notorio que le haga sospechar de alguna 
patología mamaria y en donde las condiciones de la mama (obesidad, mamas muy 
voluminosas, cambios fibronodulares y tumores profundos) impiden la palpación 
de un tumor de pequeñas dimensiones. 
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La interpretación de estos estudios se lleva a cabo empleando una 
herramienta llamada BI-RADS (Breast Imaging Report and Database System), la 
cual se utiliza como garantía de calidad. La escala de esta herramienta se muestra 
en el Cuadro 1. 
Cuadro 1. Clasificación de las imágenes de mamografía por la escala BI-RADS 
Birad Interpretación 
0 Estudio insuficiente, evaluación adicional con otro estudio 
1 Sin hallazgos benignos 
2 Hallazgos benignos 
3 Probable hallazgo benigno  
4 Hallazgos sospechosos 
5 Hallazgos con gran sospecha de malignidad  
6 Confirmación histopatológica de  CM 
 
1.3.3 Resonancia magnética nuclear (RMN). 
La RMN es un método no invasivo que emplea imágenes y ondas de radio 
para visualizar órganos y tejidos circundantes sin utilizar radiación (Rayos X). 
La RMN se emplea generalmente después de haber realizado una 
mastografía y estudios con ultrasonido para detectar lesiones con mayor precisión 
y a veces incluso detectar nuevas lesiones. Es una técnica complementaria para el 
diagnóstico de casos complejos. 
En ocasiones, las pacientes con CM reciben dosis de quimioterapia antes 
de que el tumor sea removido por cirugía. En estos casos la RMN se usa para 
monitorear el efecto de la quimioterapia neo-adyuvante para reevaluar la 
presencia o ausencia del tumor antes de realizar la cirugía [6]. 
1.3.4 Ultrasonido 
A través de las imágenes generadas por ultrasonido, específicamente con 
equipos de alta resolución (7 – 10mHz), es posible la identificación de tumores de 
tan solo 0.5 cm. de diámetro. Debido a esto el ultrasonido no es la mejor opción 
para detectar micro-calcificaciones con diámetros menores a 0.5 cm. y que son 
frecuentes en tumores malignos. Esta técnica en vez de ser usada como 
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herramienta diagnóstica se utiliza como complemento para el estudio de tumores 
sospechosos donde no es recomendable usar la mastografía para evitar exponer 
el tumor a la radiación [6]. 
1.3.5 Aspiración con aguja fina y biopsia 
Si después de haber realizado una exploración física, mamografía o 
ultrasonido se detecta un abultamiento o un área sospechosa, una pequeña 
muestra que contenga células o tejido mamario deberá ser tomada de la mama 
para ayudar a realizar el diagnóstico. 
La técnica de aspirado por aguja fina involucra tomar una o varias muestras 
de células mamarias usando una aguja fina o jeringa. El proceso es un tanto 
incomodo aunque rara vez se emplea anestesia local. La muestra después se 
analiza en un laboratorio bajo el microscopio y dependiendo de lo que se 
encuentre se utiliza una clasificación (Cuadro 2) con la letra C (citología) y un 
numero el cual indica generalmente la gravedad del evento [7]. 
Cuadro 2. Clasificación citológica (por aspirado) e histológica (por 
biopsiado) de las muestras de tejido mamario. 
Características Aspirado Biopsiado 
Muestra inadecuada C1 B1 
Benigno (sin cáncer) C2 B2 
Inusual, anormal o incierto, pero,  probablemente 
benigno 
C3 B3 
Sospechoso y posiblemente maligno (cáncer) C4 B4 
Maligno (cáncer) C5 B5 
 
La toma de biopsia del núcleo utiliza una aguja larga para obtener varias 
muestras de tejido mamario del área de interés. Al analizar tejido en lugar de 
células se obtiene información más detallada. 
Después de aplicar anestesia local, se hace un pequeño corte en la piel 
para poder tomar las muestras de tejido las cuales serán enviadas a un laboratorio 
donde serán analizadas. Para tomar las biopsias a veces se utiliza el equipo de 
mamografía para generar imágenes en dos diferentes ángulos como guía para la 
aguja y poder tomar la biopsia específicamente del área de interés [7]. 
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Los resultados del análisis de la biopsia se presentan como en el caso de la 
citología sólo que en vez de una C se utiliza la letra B. En cualquiera de los casos 
(citología o tejido) se recomiendan estudios adicionales si los resultados son C3, 
C4, C5 ó B3, B4, B5  para la citología o el biopsiado, respectivamente. 
1.4 Tratamiento 
Actualmente existen diferentes formas de tratar el CM y estas van desde 
intervenciones quirúrgicas para remover tejido mamario, hasta tratamientos 
moleculares dirigidos.  
1.4.1 Cirugía  
Dependiendo del estadio y del tipo de tumor es la intervención por la que se 
optará. 
- Tumorectomía: consiste en la remoción únicamente de una masa 
tumoral benigna o maligna y en algunos casos (dependiendo del tipo 
y estadio del tumor) es suficiente tratamiento. 
- Mastectomía: Remoción completa de la mama donde se encuentra 
tumor. 
1.4.2 Radioterapia  
Tratamiento adyuvante para mujeres que han sido sometidas a una 
tumorectomía y para algunas que hayan sido sujetas a mastectomía, con el fin de 
evitar una recaída. 
1.4.3 Quimioterapia 
Uso de fármacos citotóxicos en el tratamiento del CM. 
- Quimioterapia Neo-adyuvante: suministrada antes de la cirugía para 
encoger el tumor. 
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- Quimioterapia Adyuvante: suministrada después de la cirugía para 
reducir el riesgo de recaída 
- Quimioterapia Paliativa: controlar el cáncer en caso de que este se 
haya diseminada mas allá de la mama o de los ganglios linfáticos 
(metástasis) 
1.4.4 Terapia hormonal 
Consiste en la administración de fármacos que inhiben o bloquean el efecto 
de los estrógenos y la progesterona. 
1.4.5 Terapia dirigida 
Es el uso de moléculas que bloquen o inactiven otras moléculas implicadas 
en mecanismos propios del desarrollo tumoral. Algunos ejemplos son los 
inhibidores de la angiogénesis, los inhibidores de mecanismos de transducción de 
señales y anticuerpos o antagonistas para otros/as receptores u hormonas [8, 9]. 
1.5 Factores de riesgo 
Los factores de riesgo para el CM pueden dividirse en prevenibles y no 
prevenibles. El CM, como otros tipos de cáncer, puede resultar de múltiples 
factores de riesgo tanto hereditarios como ambientales.  
1.5.1 Sexo 
El simple hecho de ser mujer es el mayor factor de riesgo para desarrollar 
CM. El CM en hombres existe, sin embargo estos solo representan alrededor del 
1% de todos los casos de CM. Esto se debe principalmente a que el desarrollo de 
las mamas en las mujeres tarda entre tres y cuatro años y es completado 
generalmente a los 14 años, mientras que las mamas de los hombres 
generalmente no se desarrollan totalmente y en la mayoría de los casos las 
mamas en los hombres están hechas principalmente de tejido adiposo y no de 
glándulas. Además, las células de las mamas (una vez que estas están totalmente 
formadas) son muy inmaduras y están activas hasta el primer embarazo completo. 
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Durante este periodo las células son muy sensibles a estrógenos y otras 
hormonas. Las células mamarias de los hombres son inactivas y tienen niveles de 
estrógenos extremadamente bajos [10]. 
1.5.2 Edad 
El riesgo de padecer CM se incrementa al envejecer. Como ejemplo 
tenemos que la American Cáncer Society reporta que uno de cada ocho casos de 
CM invasivo se desarrolla en mujeres menores de 45 años, mientras que dos de 
cada tres casos de CM invasivo se desarrolla en mujeres mayores de 55 años. 
De hecho, el proceso de envejecimiento es el mayor factor de riesgo para 
CM y esto es debido a que mientras vivamos más tiempo hay más oportunidad de 
sufrir mutaciones en el cuerpo y mientras envejecemos nuestro cuerpo es menos 
capaz de reparar éstas. 
1.5.3 Obesidad 
Las mujeres con sobrepeso y obesidad tienen un mayor riesgo de padecer 
CM comparadas con las mujeres que presentan un peso saludable, especialmente 
después de la menopausia. El sobrepeso también incrementa el riesgo de recaída 
en mujeres que hayan padecido CM. 
El riesgo aumentado se debe principalmente a que las células de grasa 
producen estrógenos, por lo que, al tener más grasa, habrá mayor producción de 
estrógenos [10]. 
1.5.4 Historial familiar 
Las mujeres con familiares directos diagnosticados con CM tienen un riesgo 
incrementado de padecer CM. 
El tener un familiar mujer de primer grado diagnosticado con CM duplica el 
riesgo de padecer CM, mientras que el tener dos familiares de primer grado con 
CM diagnosticado aumenta cinco veces el riesgo de padecer CM. En muchos de 
9 
 
estos casos existen alteraciones en genes como BRCA1 y BRCA2, las cuales 
están siendo transmitidas dentro de una familia. 
1.5.5 Genética 
Entre un 5 y un 10% de todos los casos de CM se cree son hereditarios, 
causados por genes anormales pasados de los padres a los hijos. 
El caso más conocido es el de los genes BRCA1 y BRCA2 cuya función es 
la reparación del ADN y mantener a las células creciendo normalmente, pero en el 
CM estos genes se encuentran alterados y son transmitidos de esta manera a 
través de las generaciones. 
Otros genes frecuentemente alterados e involucrados en el desarrollo de 
CM hereditario son: ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1 y PALB2, entre otros. 
Aparte de los factores de riesgo antes mencionados, existe una gran 
variedad de factores de riesgo de los cuales podemos mencionar algunos como: 
radiación, etnia, historial de embarazos, lactancia, menarquia temprana, 
menopausia tardía, terapia de remplazo hormonal, alcohol, falta de ejercicio, 
tabaquismo, entre otros [10]. 
1.6 Epigenética 
La epigenética es el estudio de cambios en la expresión génica o el fenotipo 
celular, causado por diversos mecanismos, como la metilación del ADN o la 
acetilación de histonas, los cuales generan modificaciones  químicas o 
estructurales transgeneracionales que regulan la actividad génica en ausencia de 
cambios en la secuencia nucleotídica del genoma[11-14]. Estas alteraciones están 
altamente influenciadas por el medio ambiente y el estilo de vida, ambos 
involucrados en más del 90% de los casos de CM. 
1.7 Metilación del ADN 
La metilación del ADN ocurre en las citosinas del ADN eucariótico, las 
cuales son convertidas a 5-metilcitosina por las DNA metiltransferasas (DNMTs). 
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El residuo de citosina alterado generalmente se encuentra inmediatamente 
después de un nucleótido de guanina. Diferentes miembros de la familia de 
DNMTs actúan ya sea de novo, estableciendo el patrón inicial de grupos metilo en 
su lugar en una secuencia de ADN, o como DNMTs de mantenimiento, copiando 
la metilación de una cadena de ADN preexistente a su cadena complementaria 
justo después de la replicación. Actualmente el mecanismo por el cual las DNMTs 
de novo son dirigidas al sitio el cual desean silenciar, no está bien elucidado. En 
los mamíferos, la metilación es distribuida, escaza, pero de manera global, en 
secuencias CpG definidas a través del genoma completo, con excepción de las 
islas CpG (localizadas dentro o cerca de la región promotora de más del 70% de 
todos los genes en humanos [13]) o en regiones específicas en la proximidad (una 
kilobase) donde se encuentran altos contenidos de dinucleótidos CpG [15].  
La hipermetilación (adición de grupos metilo a las citosinas de las islas 
CpG) de la región promotora está normalmente asociada con la represión, 
mientras que el caso opuesto, la hipometilación (remoción de esta “huella” 
epigenética de grupos metilo de las islas CpG), se relaciona con la activación o 
expresión de un gen, por lo que el proceso de metilación de ADN está relacionado 
con la regulación de la expresión génica[16, 17]. Los niveles de metilación de 
promotores en particular son similares entre individuos, pero existe una diferencia 
significativa entre los niveles de metilación específica entre diferentes tipos de 
tejidos y entre células normales y células tumorales [17]. 
 
 
1.7.1 Mecanismos de metilación del ADN 
El genoma humano no está metilado uniformemente e incluye secciones de 
segmentos metilados distribuidos dentro de regiones sin metilar. 
Aproximadamente la mitad de todos los genes en humanos tienen islas CpG, tanto 
en el caso de los genes endógenos, como en el de los genes específicos de tejido. 
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La metilación del ADN se lleva a cabo por medio de un grupo de enzimas 
conocidas como DNMTs. Actualmente se conocen ocho de estas enzimas. La 
metilación puede clasificarse en metilación de novo, cuando los dinucleótidos CpG 
de ambas cadenas apenas van a ser metilados o metilación de mantenimiento, 
cuando los dinucleótidos CpG están metilados ya en una de las cadenas y se va a 
metilar la complementaria. La metiltransferasa DNMT1 tiene ambas actividades, 
mientras que la DNMT3A y la DNMT3B son poderosas metiltransferasas de novo 
[35]. 
Aparte de las DNMTs, otros miembros de la maquinaria de metilación 
incluyen a las demetilasas, cuya función es la remoción de los grupos metilo del 
ADN [36].  
1.7.2 Factores asociados con la metilación del ADN 
Como  en todas las enfermedades multigénicas, siempre existe una serie 
de factores que pueden estar relacionados con la etiología de la enfermedad. En 
el caso de la metilación del ADN existen una gran cantidad de factores que están 
directa o indirectamente relacionados con este fenómeno, como el envejecimiento, 
la inflamación crónica, las infecciones virales, las hormonas sexuales y la 
alimentación, entre otros (Figura 2) [18]. 
1.7.2.1 Envejecimiento 
Hay una serie de experimentos que demuestran la asociación del 
envejecimiento con la metilación de genes. Como ejemplo tenemos el caso de la 
metilación de un sitio de restricción NotI en el exón uno del gen del receptor de 
estrógenos en la mucosa normal del colon, la cual se demostró estaba relacionada 

















Posteriormente se identificó que el sitio de inicio de transcripción de N33, así como 
el exón I del gen MYOD, presentaban metilación en la mucosa normal del colon en 
asociación con la edad[20]. Es de importancia destacar que los genes supresores 
de tumor que presentan patrones de metilación en relación con el envejecimiento, 
tienden a presentar esta modificación en las regiones exónicas de estos genes o 
en regiones rio arriba muy lejanas dentro de una isla CpG del promotor, y que a 
pesar de esto, en los casos de genes supresores de tumor metilados asociados 
con el envejecimiento, siempre habrá una pequeña región que cubre el sitio de 
inicio de la transcripción que siempre estará sin metilar [21-23]. 
  
Figura 2. Factores endógenos y exógenos que promueven la metilación del ADN. 
13 
 
1.7.2.2 Inflamación crónica 
La inflamación crónica también se sabe que está asociada a un incremento 
en la metilación, como se demostró en estudios de casos de colitis ulcerativa que 
presentaba una mucosa de colon con apariencia normal, pero en la que se 
encontró una asociación con un incremento en la metilación del exón I del gen 
P16, en la región lejana frente al gen MYOD y en el exón I del gen CSPG2 [21, 
24]. Otro factor importante que a pesar de contener un gran número de 
carcinógenos entra dentro de esta clasificación, por su capacidad de inducir 
inflamación, es el humo del tabaco, el cual también está asociado a un incremento 
en la metilación del exón I del gen P16 [25].  
1.7.2.3 Infecciones virales 
Está bien establecido que el ADN viral sufre de metilación luego del 
proceso de infección en células de mamíferos [26]. Adicionalmente se ha 
demostrado que el proceso de infección viral no sólo induce metilación del ADN 
viral, sino también del ADN del huésped [27]. También se ha observado que 
infecciones con el virus de Epstein Barr, el virus de la hepatitis, y posiblemente 
otros virus, activan la maquinaria celular para metilar estos virus, pero 
erróneamente terminan metilando genes endógenos [28]. Dentro de los genes que 
se encuentran metilados en estas condiciones tenemos el caso de los genes P16 
y hMLH1, los cuales tienen una característica similar a la de ciertos genes 
metilados asociados a inflamación crónica o envejecimiento, y esto es que todos 
conservan una región específica que no sufre de metilación denominada “región 
central”, la cual es crítica para la transcripción del gen, mientras que las “regiones 
no centrales” como el primer exón o regiones lejanas rio arriba, presentan 
metilación [28] (Figura 3). 
1.7.2.4 Hormonas sexuales 
Existe evidencia que señala a los estrógenos (así como compuestos 
estrogénicos) como compuestos capaces de alterar los patrones de metilación del 











Una alta concentración de 17β-estradiol ha mostrado inducir hipermetilación en un 
modelo humano de células de epitelio mamario y causar la hipermetilación del gen  
en las glándulas mamarias de ratones expuestos a estrógenos [30, 31]. 
Se ha sugerido que los estrógenos juegan papeles duales en la etiología 
del riesgo de padecer cáncer, ya sea estimulando la proliferación celular o 
silenciando genes supresores de tumor. En un estudio se trataron líneas celulares 
inmortales no tumorales de tejido mamario, así como líneas celulares mortales de 
la misma fuente con 17β-estradiol o con dietilstilbestrol (DES). Esto con el fin de 
determinar si estos compuestos eran capaces de inducir la metilación en ciertos 
genes. Este estudio demostró que la exposición a estrógenos tiene efectos 
diferentes en líneas celulares mortales e inmortales, como lo es el aumentar la 
senescencia (a través de un incremento en la metilación del promotor del gen P16) 
y el promover la tumorogénesis (por el silenciamiento del gen de la E-caderina a 
causa de la metilación), respectivamente [32]. 
1.7.2.5 Hábitos alimenticios 
Los hábitos alimenticios están relacionados indirectamente con la 
metilación del ADN,  ya que existen ciertos factores nutricionales como la 
deficiencia de folatos y colina, los cuales se sabe inducen una hipometilación 
   
 
                   
Región central 
 
Figura 3. Representación gráfica de la “región central”. Se puede observar en color 
verde al primer exón de un gen. La flecha azul indica la dirección de la 
transcripción. Las esferas blancas dinucleótidos CpG sin metilar y las negras 
dinucleótidos CpG metilados. Se puede observar una región que se conserva sin 
metilación. Esta región es  conocida como “región central”, la cual es crítica para la 
transcripción del gen. 
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genómica a través de una deficiencia de donadores de grupos metilo, como la S-
adenosil metionina (SAM). 
Algunos factores nutricionales parecen influir en el suministro de grupos 
metilo disponibles para la formación de SAM. Además, los factores nutricionales 
parecen modificar el uso de los grupos metilo por procesos que incluyen cambios 
en la actividad de las DNA metiltransferasas. Un tercer mecanismo por el cual la 
dieta pudiese estar relacionada con la metilación aberrante del ADN, son los 
cambios en la actividad de genes responsables de la desmetilación del ADN. Por 
último, está la teoría de que los patrones de metilación del ADN pueden influenciar 
la respuesta a los componentes bioactivos de la comida y por lo tanto generar 
diferencias en la respuesta en células normales y células neoplásicas [33]. 
Como se vio en el caso de las regiones críticas que no sufren metilación 
(envejecimiento, inflamación e infecciones virales), todos estos factores y sus 
patrones de metilación indican que las islas CpG de las regiones promotoras 
(regiones frente al gen que regulan el inicio de la transcripción) están de alguna 
manera protegidas contra la metilación de novo [28].  
Cuando un gen es silenciado por la metilación de una isla CpG dentro de su 
promotor, la isla CpG se encuentra densamente metilada, como es el caso de los 
promotores de los genes CDH1, VHL, P16, hMLH1 y muchos otros más [28]. 
Antes de que se genere una metilación densa, dos tipos de precursores de la 
metilación se deben considerar presentes. Uno es la metilación de regiones no-
críticas dentro de una isla CpG y el otro son las “semillas de metilación” o 
metilación esparcida. La inflamación crónica, el envejecimiento y las infecciones 
por virus, están involucrados en la inducción de metilación en regiones no-críticas 
y en la formación de las “semillas de metilación” [28]. 
Existe un modelo ampliamente aceptado en el cual la metilación de 
regiones no-críticas conlleva a una metilación densa. Un estudio reciente pudiera 
descartar este modelo, tomando como un hecho que lo que se trata de explicar 
con este modelo es el silenciamiento de genes por la metilación. En este estudio 
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un grupo de investigadores realizó un experimento en el cual analizaron los 
patrones de metilación en pacientes con obesidad antes y después de realizarse 
una operación para bajar de peso (por lo tanto disminuir los niveles de tejido 
adiposo y por consiguiente los de estrógenos en mujeres postmenopaúsicas [29]). 
El estudio reveló una serie de hallazgos interesantes, dentro de los cuales destaca 
el hecho de que la metilación de un solo residuo de citosina localizado en un sitio 
fuera de una isla CpG en el promotor del gen PDK4, es suficiente para reducir la 
actividad del gen, lo que sugiere que la metilación de regiones fuera de las islas 
CpG pueden jugar un papel clave en la regulación de la expresión génica y que 
una sola citosina metilada puede ser suficiente para reducir significativamente los 
niveles de expresión de un gen [34]. 
1.7.3 Metilación aberrante del ADN y cáncer 
Una apropiada metilación del ADN es esencial para el desarrollo y buen 
funcionamiento celular, por lo tanto cualquier anormalidad en este proceso puede 
desarrollar diversas enfermedades, incluyendo el cáncer. De hecho, las células 
tumorales están caracterizadas por tener un metiloma diferente en comparación 
con las células normales. De manera interesante, ya sea la hipometliación o la 
hipermetilación pueden ser detectadas en cáncer. Generalmente un decremento 
global de la metilación en dinucleótidos CpG (hipometilación) puede ser detectado 
en cáncer. Este fenómeno contribuye con la inestabilidad genómica y, menos 
frecuente, con la activación de genes silenciados. Por otra parte, está la 
hipermetilación de islas CpG en la región promotora de genes específicos, la cual 
se ha mostrado ser un sello distintivo crítico en muchas células cáncerosas [37] 
(Figura 4). 
Es de importancia mencionar que algunas de las hipótesis actuales hacen 
énfasis en el papel de las modificaciones epigenéticas en estadios tempranos del 
desarrollo del tumor e incluso en la predisposición a cáncer. Se ha propuesto que 
las perturbaciones epigenéticas son los eventos iníciales que conllevan  a la 
























Figura 4.  Comparación del estado de metilación del ADN de una célula normal 
contra el de una tumoral. En la parte superior se observa el estado de metilación en 
el ADN de una célula normal. Una isla CpG ubicada en la región promotora de un 
gen X normalmente presentaría un patrón de hipometilación, es decir, principalmente 
habrían dinucleótidos CpG sin metilación y estas islas generalmente se encuentran 
cerca de la región promotora de un gen supresor de tumor, regulando su expresión. 
Aparte de las islas CpG, existen dinucleótidos CpG distribuidos de una manera 
menos densa en regiones intragénicas, así como en elementos repetitivos. En una 
célula normal estos generalmente se encontrarían metilados, de esta manera 
previniendo cualquier forma de activación de estas regiones, ya sea en un evento de 
recombinación homóloga o de elementos transponibles. En la parte inferior de la 
imagen se tiene el patrón de metilación del ADN que normalmente presenta una 
célula tumoral. En este caso, contrario a lo que se presenta en una célula normal, las 
islas CpG se encuentran hipermetiladas, silenciando genes supresores de tumor (A) 
y promoviendo el proceso neoplásico, mientras que los dinucleótidos CpG 
distribuidos a lo largo de las regiones intragénicas y elementos repetidos se 
encuentran hipometilados, promoviendo la inestabilidad genómica por medio de una 




Además, tanto las alteraciones genéticas como las epigenéticas, pueden conllevar 
a la progresión del tumor. En este contexto, la existencia de anormalidades en la 
metilación del ADN que aparecen antes que las mutaciones y que están 
involucradas en la tumorogénesis, son una evidencia solida que soporta esta 
teoría [37]. 
En la actualidad existen diversos estudios enfocados a entender el papel de 
la hipermetilación del ADN en relación con el cáncer. Sin embargo hasta hace 
unos años al proceso opuesto, la hipometilación del ADN, no se le daba el interés 
que debería. La hipometilación del ADN en cáncer generalmente afecta una mayor 
parte del genoma que la hipermetilación, por lo que las pérdidas netas de 5-
metilcitosina se observan en muchos tipos cancerosos [39]. 
No es extraño que la hipermetilación haya recibido más atención que la 
hipometilación, ya que aunque tal vez no haya sido la causa, la hipermetilación del 
ADN y su relación con el cáncer es clara debido al consecuente silenciamiento del 
gen metilado; ello contrario a la hipometilación, donde su significancia biológica 
con el cáncer no es tan clara. 
Un estudio de metilación demostró que los tumores de colon son los que 
presentan con mayor frecuencia de hipermetilación de islas CpG. Los tumores de 
cáncer testicular presentaron la menor frecuencia de hipermetilación. 
Posteriormente se realizó un estudio de hipermetilación de 12 islas CpG en 
los extremos 5´de genes supresores de tumor de 600 pacientes. Se encontró una 
hipermetilación asociada al cáncer en gran parte de los tumores de un tipo 
específico en por lo menos unas cuantas de estas islas CpG [40]. 
1.7.4 Metilación de genes supresores de tumor. 
El número de genes reportados que son inactivados por mecanismos de 
metilación del ADN durante la tumorogénesis, y que principalmente actúan como 
genes supresores de tumor en tejidos normales, está en aumento [37]. 
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Los genes supresores de tumor, como su nombre lo indica, son genes que 
protegen a la célula de dar un paso hacia el proceso de carcinogénesis. La 
presencia de metilación en las islas CpG de la región promotora afecta genes 
involucrados en el ciclo celular, reparación del ADN, metabolismo de 
carcinógenos, adherencia celular, apoptosis, etc. El cuadro 1 muestra algunos de 
los genes hipermetilados en cáncer más relevantes [41]. 
El primer caso de el silenciamiento de un gen por metilación del ADN en su 
región promotora, se demostró en estudios de pacientes con retinoblastoma, en 
los cuales se descubrió que el silenciamiento del gen RB1 era causado por este 
proceso epigenético [42]. Desde ese momento han sido identificados un gran 
número de genes supresores de tumor silenciados por la metilación del ADN de su 
región promotora en tejido tumoral (Cuadro 3). 
Cuadro 3. Ejemplos de genes silenciados por hipermetilación de islas CpGs de 
promotores de genes asociados al cáncer de mama 
Gen Función Referencia 
APC Antagonista de la vía de señalización de Wnt 
involucrada en migración celular y adhesión 
Kulis M. et al 
2010[37] 
ABCB1 Detoxificación Dejeux E. et al 
2010[43] 
BRCA1 Reparación de escisión doble en la molécula del 
ADN, transcripción 
Kulis M. et al 2010 
CCND2 Regulador de cinasas dependientes de ciclinas 
(ciclo celular) 
Kristiansen et al 
2013[44] 
CDH1 adhesión celular Kulis M. et al 2010 
CDH13 adhesión celular Kulis M. et al 2010 
CDKN2A inhibidor de CDK4, control de la progresión del 
ciclo celular G1 
Kulis M. et al 2010 
DBC2 Gen supresor de tumores (inhibe proliferación 
celular) 
Han L. et al 2013[45] 
DAPK1 Mediador positivo de la apoptosis inducida por el 
interferón gamma 
Kristiansen et al 2013 
ESR1 Receptor de estrógenos, regulación de la 
expresión génica 
Kulis M. et al 2010 
FOXC1 Desarrollo embrionario Dejeux E. et al 2010 
GSTP1 Detoxificación Dejeux E. et al 2010 




Son varios los genes que metilados en su región reguladora se han visto 
implicados en una gran variedad de vías de señalización. Por ejemplo tenemos el 
caso de los genes CDKN2A (p16INK4α) y CDKN2B (p15INK4α), los cuales están 
involucrados con el ciclo celular. Se ha evidenciado que dichos genes se silencian 
por metilación en diferentes tipos de cánceres. Ambos involucrados en el control 
de la progresión hacia la etapa G1 del ciclo celular, actuando como inhibidores de 
cinasas dependientes de ciclina y siendo importantes genes supresores de 
tumores. Por otro lado, se tiene que algunos genes relacionados con la reparación 
del ADN se encuentran hipermetilados en el tejido tumoral, lo que confirma el 
hecho de que los eventos epigenéticos pueden promover las alteraciones 
genéticas clásicas, como las mutaciones [46]. Para esto tenemos el caso de la O-
6-Metilguanina-DNMT (MGMT), la cual revierte los efectos negativos de la 
alquilación del ADN en tejidos normales y se ha mostrado que su gen se 
encuentra silenciado en varios tipos de carcinomas [47, 48]. La reparación de los 
errores en el apareamiento de nucleótidos se ha observado en una porción 
significativa de cánceres gástricos y está asociada con la hipermetilación del gen 
MLH1 [49]. Los patrones de metilación de BRCA1 (el cual está involucrado en la 
reparación del ADN) también ha sido bien estudiado en  CM y ovario [50]. 
El silenciamiento de genes involucrados en procesos de adhesión celular 
silenciados por metilación, por ejemplo, el gen CDH1 (E-caderina) y el gen CDH13 
(H-caderina), puede que conlleven a la invasión de tejido y/o metástasis, y por lo 
tanto a la progresión del tumor [51]. 
MGMT Reparación del ADN Kristiansen et al 2013 
PYCARD Vías de señalización apoptótica Kulis M. et al 2010 
RARB Relacionado con morfogénesis embrionaria, 
crecimiento celular y diferenciación 
Kristiansen et al 2013 
RASSF1A Involucrado en el arresto del ciclo celular en la 
transición de la  fase G1/S y reparación del ADN 
Kulis M. et al 2010 
TIMP3 Inhibe a un grupo de peptidasas involucradas en 
la degradación de la matriz extracelular 
Kristiansen et al 2013 
TWIST1 
 
Implicado en la determinación del linaje celular y 
diferenciación. 
Kristiansen et al 2013 
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1.7.5 Biomarcadores de metilación del ADN 
A pesar de la cantidad de información que se tiene sobre el proceso de 
carcinogénesis, aun se requiere de nuevas herramientas poderosas que permitan 
detectar con tiempo patrones moleculares que pudieran dar indicios de cómo tratar 
con una mayor probabilidad de éxito a un paciente con cáncer. Los biomarcadores 
oncogénicos son una de estas herramientas ampliamente usadas y que sigue en 
constante desarrollo. Los biomarcadores pueden ser moléculas como proteínas, 
ácidos nucleícos y metabolitos,  siempre y cuando puedan ser usados como 
indicadores de la tumorogénesis. Estos se usan principalmente, aparte de en el 
diagnóstico oportuno de algún tipo de padecimiento, para el pronóstico, predicción 
de la respuesta a una terapia determinada, el monitoreo de la terapia o el 
asesoramiento del riesgo que se tiene de resurgimiento del cáncer una vez 
pasado por la remoción del tumor (en caso de tumores sólidos). Los 
biomarcadores de uso clínico además deben cumplir con los siguientes 
parámetros: Fácil detección y medición, mínimamente invasivos, selectivos y 
específicos. Los biomarcadores de ADN tienen ventajas sobre los demás debido a 
que son relativamente fáciles de aislar a partir de diferentes muestras, el ADN es 
estable y se requiere en poca cantidad (en comparación con los otros tipos de 
biomarcadores) para realizarle análisis. Recientemente se ha sugerido que los 
cambios en los patrones de metilación del ADN pueden que proporcionen una 
ventaja en el seguimiento de la progresión del cáncer [52]. 
La hipermetilación del ADN tiene varias ventajas con respecto a su uso 
como biomarcador tumoral. Esto debido al dinamismo que muestra el metiloma 
durante la progresión del tumor; es decir, los genes que estarán metilados 
dependerán del estadio en el que se encuentre el tumor y el tipo de tejido a partir 
del cual se generó; al menos esto último para ciertos genes. Estos pueden servir 
para detectar estadios tempranos o pre malignos de una enfermedad o para 
asesorar sobre el riesgo de progresión hacia el estado maligno del tumor. Esta 
información puede ser crucial para escoger el tratamiento correcto para un 
determinado paciente y para evitar el uso innecesario de terapias agresivas. Las 
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anormalidades de metilación del ADN puede que ocurran en un estadio neoplásico 
muy temprano o puede que incluso afecten genes que no estén directamente 
relacionados con la tumorogénesis, pero de igual manera conferirán un fenotipo 
mutante [53]. 
Es importante mencionar que algunos genes afectados por la metilación no 
necesariamente contribuyen explícitamente con la tumorogénesis, de tal manera 
que estos pudieran considerarse biomarcadores tentativos. Con el propósito de 
diagnóstico, será suficiente probar que existe una correlación entre los patrones 
de metilación y el desarrollo tumoral. 
1.7.6 Metilación del gen RASSF1A 
La proteína 1 poseedora de un dominio de asociación a RAS, es una 
proteína que en humanos es codificada por el gen RASSF1.  
Este gen codifica una proteína similar a las proteínas efectoras de RAS. 
Una pérdida o alteración en la expresión de ese gen ha sido asociado con la 
patogénesis de una variedad de cánceres, lo que sugiere la función como 
supresor de tumores de este gen. La baja en la expresión del gen ha sido 
correlacionada con la metilación de su región promotora. La proteína codificada 
por este gen se ha encontrado que interactúa con la proteína de reparación del 
ADN XPA. La proteína también se ha mostrado que inhibe la acumulación de la 
ciclina D1, y por lo tanto detiene el ciclo celular. Hasta el momento se han 
reportado siete variantes por splicing alternativo de este gen que codifican 
diferentes isoformas, dentro de las cuales esta RASSF1A. 
Existen varios reportes que resaltan el valor predictivo de la metilación de 
RASSF1A como un evento relacionada con un mal pronóstico, así como un mayor 
riesgo de recaída y tasas de supervivencia bajas en pacientes con CM[54-56]. Sin 
embargo no existen muchos estudios que relacionen la metilación de RASSF1A 
con su expresión y esto a su vez cómo pudiera estar relacionado, tanto a los 
diferentes estadios y/o subtipos de CM, como a los sitios específicos que 
presentan metilación y en qué proporción, ya que existen reportes de que la 
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metilación de dinucleótidos CpG únicos son capaces de reducir significativamente 
la expresión de otros genes como PMP24, IL6, y ZAP-70 en otras patologías [57-
59]. 
1.7.7 Conversión del ADN con bisulfito 
El tratamiento con bisulfito es el estándar de oro en cuanto a técnicas 
empleadas para revelar patrones de metilación. Al tratar el ADN con bisulfito sus 
citosinas se transforman a uracilos, los cuales, después de una reacción de 
amplificación, serán cambiados por timinas. Lo anterior se cumple siempre y 
cuando la eficiencia del tratamiento sea del 100% y que las citosinas no presenten 
grupos metilos, ya que en estos últimos casos, al estar las citosinas metiladas, 
estarán protegidas contra el tratamiento con bisulfito y no serán transformadas a 
uracilos y por consiguiente tampoco a timinas. Este proceso resulta bastante útil 
en los estudios de metilación del ADN ya que, utilizando técnicas sencillas 
basadas en una amplificación selectiva de secuencias metiladas o no metiladas o 
usando técnicas más sofisticadas como la secuenciación, uno puede discernir 
fácilmente cuáles son las citosinas que presentan metilación y cuáles no. En la 






Figura 5. Representación gráfica del tratamiento con bisulfito. Como se puede 
observar, la metilación previene que las citosinas sean transformadas a 





El CM es la principal causa de muerte por cáncer en mujeres a nivel 
mundial y el número de casos ha seguido en aumento en comparación con otras 
neoplasias, como el cáncer cervicouterino. 
Es importante encontrar herramientas que nos ayuden a detectar 
tempranamente los casos de CM, así como el poder evaluar el pronóstico en estas 
pacientes.  
Los biomarcadores, específicamente los de metilación del ADN, resultan de 
gran interés, ya que nos permiten analizar el dinamismo que muestra el metiloma 
durante la progresión del tumor. Estos cambios pueden relacionarse con estadios 
o clasificaciones específicas de los tipos de CM. 
Actualmente existen muchos reportes sobre la hipermtilación de la región 
promotora del gen RASSF1A empleando técnicas de baja resolución y sensibilidad 
que analizan sólo unos cuantos sitio CpG y los resultados mostrados no son lo 
suficientemente representativos como para poder determinar un estado metilado 
generalizado del gen. 
La secuenciación por bisulfito permite analizar un gran número de sitios 
CpG en busca de un estado metilado o sin metilar y por lo tanto analizar patrones 
y proporciones de metilación en la región promotora del gen, los cuales pudieran 
estar asociados a su silenciamiento, así como a otros aspectos de la enfermedad 
como el estadio del tumor o datos clínicos propios de las pacientes, lo cual pudiera 







 3. Objetivos 
 3.1 Objetivo General 
Evaluar el estado de metilación de la región promotora y su efecto con la 
expresión del gen RASSF1A en pacientes con  CM.  
 3.2 Objetivos específicos 
1. Integrar un biobanco de muestras de tumores y sangre periférica para 
obtener ADN genómico y ARN mensajero. 
2. Detectar y evaluar los patrones de metilación presentes en la región 
promotora del gen RASSF1A.  
3. Medir los niveles de expresión del gen RASSF1A.  















 4. Materiales y métodos 
 4.1 Recolección de muestras 
 4.1.1 Desarrollo de una red de colaboración para la recolección de 
muestras 
 Este proyecto fue aprobado por el Comité de Ética e Investigación de la 
Facultad de Medicina y el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” bajo 
el número de registro BI13-008. Una vez aprobado el protocolo se inició el 
reclutamiento de pacientes. En este proyecto participan tres instituciones: El 
Hospital Universitario (HU) Dr. José Eleuterio González de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León (UANL), Hospital San José del Instituto Tecnológico de 
Estudios Superiores de Monterrey (HSJ) y la Unidad Médica de Alta Especialidad 
23 del Instituto Mexicano del Seguro Social (UMAE 23 IMSS) con el fin de formar 
una red de colaboración integrada por instituciones tanto públicas como privadas 
 4.1.2 Reclutamiento de pacientes 
Una vez establecida la red de colaboración y teniendo el protocolo 
aprobado por el comité de ética, se realizó la recolección de muestras, invitando a 
participar en el estudio a pacientes que tuvieran diagnóstico confirmado de  CM y 
que no se les hubiera aplicado algún tipo de tratamiento/terapia. Una vez que las 
pacientes aceptaban participar, se les solicitó firmar el consentimiento informado, 
se les entrevistó para recaudar información personal y de relevancia para el 
estudio y finalmente se les tomó una muestra de sangre (3-4 ml. aprox.) para 
separar suero, plasma y el paquete de leucos. Todas las muestras de pacientes se 
codificaron para guardar la confidencialidad de las pacientes y facilitar su 




4.1.3 Integración de una colección de tumores y controles para los 
estudios de secuenciación y expresión. 
Las muestras de sangre se centrifugaron a 3200 rpm para separar el suero 
y plasma, los cuales se almacenaron a -80°C en tubos con códigos de barra para 
su fácil identificación, mientras que el paquete celular restante se utilizó para 
extraer el ADN. 
La recolección de muestras de tumores incluyó recolección de tejido fresco 
y/o tejido embebido en parafina. 
Los tejidos embebidos en parafina se almacenaron a 4°C hasta el momento 
de ser procesados para la obtención de ADN y ARN. Los tejidos frescos se 
colocaron en tubos de 2 ml con RNAlater para evitar la degradación del ARN 
durante su transporte. Una vez en el laboratorio, los tejidos frescos fueron 
cortados longitudinalmente y una de las secciones se envió a patología para 
confirmar la naturaleza del tejido, mientras que la otra mitad se procesó al 
momento para obtener ADN y ARN lo menos degradados posible.  
 4.2 Extracción de ácidos nucleicos (ADN/ARN) 
 4.2.1 Extracción de ADN de sangre 
 El paquete celular de las muestras de sangre se separaban en alícuotas de 
500 µl y se procesaban empleando la técnica llamada TSNT, en la cual se emplea 
un buffer de lisis de TSNT (1%Tritón, 1%SDS, 100mM NaCl, 10 Mm Tris – HCl Ph 
8.0 y 1 Mm EDTA), seguido de una extracción con fenol – SEVAG 
(cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 v/v). El ADN se resuspendió en buffer TE 1X 
(10Mm Tris Ph 8.0 y 1 Mm EDTA) y se almacenó a 4°C hasta su uso, el resto de 
las alícuotas se almacenaron a -80°C en tubos etiquetados con un código de 





 4.2.2 Extracción de ADN y ARN de tejido embebido en parafina 
 Para la extracción simultanea de ADN y ARN a partir de tejido embebido en 
parafina  se utilizó el kit AllPrep DNA/RNA FFPE de Qiagen, Venlo, Holanda. Se 
procesaron cilindros de dos milímetros de diámetro tomados específicamente de la 
zona tumoral. Con un bisturí se removió el exceso de parafina y se cortó el cilindro 
lo más fino posible para aumentar el área superficial del tejido. Posteriormente se 
realizó proceso de desparafinización con 640 µL del reactivo Paraffin Dissolver de 
la casa comercial MACHEREY – NAGEL, Düren, Alemania. 
 Una vez que se removió la parafina de los tejidos, estos fueron incubados 
según las especificaciones del fabricante  en un buffer de lisis que contiene 
proteinasa K (Qiagen, Venlo, Holanda). Bajo estas condiciones, el ARN queda 
resuspendido en la solución, mientras que  el ADN genómico permanece en el 
fondo de tubo junto con el resto del material insoluble. Los tubos con las muestras 
fueron centrifugados y se recuperó la fase acuosa para seguir con la extracción de 
ARN, mientras que la pastilla de los restos del tejido se utilizó para la extracción 
de ADN.  
 El sobrenadante que contiene el ARN se incubó a 80°C por 15 minutos y 
una vez transcurrido este tiempo se agregaron 320 µl del buffer RLT y 720 o 1120 
µl de etanol al 70% v/v con el fin de generar las condiciones adecuadas para la 
fijación del ARN a la columna de extracción Rneasy MinElute spin column. La 
muestra se paso en series de 700 µl por la columna y una vez que toda la muestra 
había pasado por la columna esta se trató con el buffer de lavado FRN y 
posteriormente se incubó la columna con una mezcla de buffer RDD y DNasaI (70 
y 5 µl respectivamente) a temperatura ambiente por 15 minutos para digiere los 
restos de ADN genómico contaminante. Después la columna se lavó, primero, con 
500 µl de buffer FRN y después dos veces con 500 µl de buffer RPE para remover 
contaminantes y finalmente el ARN se eluyó con 20 µL de agua libre de ARNasas 
y se almaceno a -80°C. En caso de obtener una buena cantidad de ARN, [>50 
ng/µl] se realizaba una segunda elución con 10µl de agua libre de ARNasas. 
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 La pastilla que contenía los restos del tejido, y el ADN, se resuspendió en 
una mezcla de 180 µl  de buffer ATL y 40 µl de proteinasa K y posteriormente se 
incubó, primero, a 56°C por uno hora y después a 90°C por dos horas. La muestra 
se mezclo con 200 µl de buffer AL y 200 µl de etanol para optimizar las 
condiciones de fijación de las moléculas de ADN con la columna QIAamp MinElute 
spin column. Una vez que la muestra ha pasado por la columna, esta se lavó 
primero con 700 µl de AW1, después con 700 µl de AW2, y al final con 700 µl de 
etanol al 100% para remover contaminantes. Después de los lavados el ADN se 
eluyó con 50 µl de buffer ATE (Se incubó la columna con el buffer ATE un minuto 
a temperatura ambiente antes de eluir). 
 4.2.3 Extracción de ADN y ARN de tejido fresco. 
 Los tejidos frescos se lisaron y homegenizaron en  buffer (RLT plus) que 
contiene isotiocianato de guanidina, el cual inactiva inmediatamente las ADNasas 
y ARNasas para asegurar la extracción de ADN y ARN intactos. Posteriormente el 
lisado se pasó por una columna (AllPrep DNA spin column Qiagen, Venlo, 
Holanda) que junto con el buffer RLT plus, permite la fijación selectiva del ADN 
genómico. Después la columna se lavó con 500 µl del buffer AW1 y después con 
500 µl del buffer AW2. Finalmente el ADN se eluyó con 100 µl de buffer EB.  
El filtrado de la columna de ADN se recolectó y se le agregó un volumen de 
etanol al 70% para proveer las condiciones optimas de fijación del ARN a la 
columna (RNeasy spin column) donde el ARN total se une a la membrana y los 
contaminantes fueron lavados con 700 y 500 µl de los buffers RW1 y RPE 
respectivamente. Finalmente el ARN se eluyó con 40 µl de agua libre de 
ARNasas. 
4.3 Cuantificación de los ácidos nucleicos 
 La cuantificación de los ácidos nucleicos se realizó utilizando el equipo 
NanoDrop 2000 de Thermo Scientific y midiendo la absorbancia a 260 nm. Se 
procuró obtener valores de la relación de absorbancia 260/280 de entre 1.8 y 2.0 y 
de la relación 260 nm / 230 nm mayores a 2.0.  
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 4.4 Tratamiento del ADN genómico con bisulfito. 
El tratamiento con bisulfito se realizó usando el kit “EpiTect Fast DNA 
Bisulfite Kit” de Qiagen, Venlo, Holanda. 
 Lo primero que se llevó a cabo fue el tratamiento con la solución de 
bisulfito. Para esto se preparo una mezcla en tubos de 200 µl que contenía: un 
volumen máximo de 20 µl (muestras 1 ng–2 µg) o 40 µl (muestras 1–500 ng) de 
ADN de la muestra de interés, siempre y cuando no sobrepasen los 2 µg totales 
de ADN, agua libre de ARNasas (variable), 85 µl de la solución de bisulfito y 35 µl 
(si el volumen máximo de ADN y agua es 20 µl) o 15 µl (si el volumen máximo de 
ADN y agua es 40 µl) del reactivo DNA protect buffer. El volumen final de la 
reacción fue de 140 µl y esta se incubó en el termociclador en las condiciones que 
se muestran en el Cuadro 4. 
Cuadro 4. Tiempos y temperaturas de incubación para la conversión del ADN 
con la solución de bisulfito. 
Paso Tiempo Temperatura 
Desnaturalización 5 min 95°C 
Incubación 10 min 60°C 
Desnaturalización 5 min 95°C 
Incubación 10 min 60°C 
 
 Una vez concluido el periodo de incubación se procedió a realizar el lavado 
del ADN recién tratado con bisulfito. Primero se pasó todo el contenido de la 
reacción a tubos de 1.5 µl y se les agregaron 310 µl del buffer BL y 250 µl de 
etanol al 100% y se mezcló por vortex. Después toda la mezcla se transfirió a las 
columnas MinElute DNA spin columns y se centrifugó para pasar toda la muestra a 
través de la membrana de sílica y que todo lo que no fuera ADN fuera filtrado. 
Después, el ADN adherido a la membrana de sílica se lavó añadiendo 500 µl de 
buffer BW a la columna y centrifugando a máxima velocidad por un minuto. 
Después de eliminar el filtrado de la columna, se le agregaron 500 µl de buffer BD 
y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente (15 – 25°C). Una vez 
transcurrido el periodo de incubación la columna se centrifugó y se elimino el 
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filtrado y se procedió a lavar la columna a través de ciclos de lavado y 
centrifugado, primero con 500 µl de buffer BW a máxima velocidad por un minuto, 
después un segundo lavado igual que el anterior y finalmente un último lavado con 
250 µl de etanol al 100% centrifugando a máxima velocidad por un minuto. 
Después de los lavados, la columna se colocó en un tubo nuevo y se centrifugo 
una vez más para eliminar cualquier resto de etanol que pudiera haberse quedado 
en la columna y finalmente el ADN adherido en la membrana de sílica se eluyó 
con un volumen de 15 µl de Buffer EB. La columna con el buffer EB se incubó por 
un min a temperatura ambiente después se centrifugo un minuto a 12,000 rpm y el 
ADN obtenido se cuantificó como se describió anteriormente. Cabe mencionar que 
las lecturas en el nanodrop se realizaron como si fuera ADN de cadena sencilla lo 
que se está cuantificando. Una vez cuantificado, el ADN convertido con bisulfito se 
almaceno a -80°C hasta su uso. 
 4.5 Conversión del ARN a ADN complementario (ADNc). 
Para la generación del ADNc se empleó la técnica de transcripción reversa 
utilizando el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” de Applied 
Biosystems®, Waltham, EUA.  
Lo primero que se llevó a cabo fue una mezcla maestra con todos los 
reactivos necesarios para la generación del ADNc en el orden y las cantidades 
indicadas en el Cuadro 5.  
Cuadro 5. Cantidades de los reactivos empleados en la reacción de 
retrotranscripción. 
Componente Concentración Inicial Concentración Final 
RT Buffer 10X 1X 
dNTP Mix (100 mM) 25X 2.5X 
RT Random Primers 10X 1X 
MultiScribe™ Reverse 
Transcriptase 
50 U/µL 5 U/µL 
RNase Inhibitor 10 U/µL 1 U/µL 
Agua libre de nucleasas - - 




 Después, los 10 µl de la mezcla de reacción se les agregaron 10 µl de la 
muestra de ARN para obtener un volumen final de 20 µl por reacción. 
Posteriormente los tubos con la mezcla se introdujeron al termociclador. Las 
temperaturas y tiempos del termociclador se muestran en el Cuadro 6. 
 
Cuadro 6. Tiempos y temperaturas programadas en el termociclador para la 
generación del ADNc 
Paso Tiempo (minutos) Temperatura (°C) 
1 10 25 
2 120 37 
3 5 85 
 
 Una vez que concluyó el programa del termociclador las muestras se 
cuantificaron en el nanodrop utilizando la opción de ADN de cadena sencilla y 
después se guardaron a -20 °C hasta su uso en los ensayos de expresión. 
 4.6 Amplificación de la región promotora de RASSF1A. 
 Para poder realizar la amplificación de la región promotora del gen 
RASSF1A primero se determinó la secuencia que se iba a analizar. Para esto lo 
primero que se realizó fue la obtención de la secuencia genómica del gen 
RASSF1A en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, por sus siglas en ingles). Una vez que se había localizado la 
secuencia (numero de acceso: NC_000003), se utilizó una herramienta de la 
misma página del NCBI que permite resaltar los exones del gen que se está 
analizando. Se seleccionaron 1391 bases de la secuencia, la cual incluía todo el 
exón uno así como 709 bases rio arriba del inicio del exón uno y 301 bases rio 
abajo del final del exón 1. 
 Una vez que se localizó la secuencia de trabajo, lo siguiente fue encontrar 
la isla CpG más cercana al exón uno del gen RASSF1A. Para esto se utilizo el 
navegador genómico de la base de datos de la Universidad de California, Santa 
Cruz (UCSC Genome Browser, http://genome.ucsc.edu/) y se detectó una isla 
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CpG de 737 bases de largo que incluye todo el exón 1. Una vez encontrada la isla 
CpG y el exón uno se decidió trabajar específicamente sobre una región que se 
encuentra 300 bases rio arriba del codón de inicio de la traducción la cual está 
reportada como la región de mayor actividad promotora. 
 
 4.6.1 Diseño de oligonucleótidos específicos para ADN convertido con 
bisulfito. 
 Una vez que se había determinado la región que se iba a analizar, se 
procedió a realizar el diseño de los oligonucleótidos, los cuales fueron empleados 
para amplificar la región a estudiar y posteriormente se realizaron los estudios de 
metilación pertinentes.  
 Para el diseño de los oligonucleótidos se utilizó el programa Oligo7 y 
nuestra secuencia de trabajo seleccionada previamente. Debido a que se trabajó 
con ADN tratado con bisulfito, la secuencia que se usó fue una secuencia que 
simuló haber sido tratada con bisulfito, por lo que todas las citosinas de la 
secuencia se cambiaron por timinas, asumiendo un estado totalmente ausente de 
metilación. En el diseño de oligonucleótidos existen una serie de parámetros que 
se deben tomar en cuenta para asegurar que nuestros oligonucleótidos serán 
capaces de amplificar sin mayor complicación la secuencia a estudiar y al trabajar 
con ADN tratado bisulfito se debe considerar aparte que los oligonucleótidos 
tengan un tamaño por encima de los 24 pares de bases (pb) y, específicamente en 
el caso de la secuenciación con bisulfito, que los oligonucleótidos no contengan 
ningún dinucleótido CpG. Adicionalmente, para este estudio se trabajó con ADN 
extraído de muestras de tejido embebido en parafina, por lo que para el diseño de 
oligonucleótidos también se consideró estudiar una región que no sobrepasara los 
200 pb para evitar problemas en la amplificación causados por una degradación 
excesiva del material genético. Después de considerar los parámetros para el 
diseño de oligonucleótidos, para este estudio específicamente, se obtuvieron un 
par de oligonucleótidos los cuales flanquean la región de interés.  
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4.6.2 Estandarización de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para 
la amplificación de la región promotora de RASSF1A. 
Una vez que teníamos los oligonucleótidos y el ADN, procedimos a realizar 
las primeras pruebas para determinar las condiciones óptimas para la 
amplificación de la región promotora de RASSF1A. Primero, se tomó el programa 
de amplificación que viene pre-programado en el termociclador como base y a 
partir de este se le hicieron ciertas modificaciones según lo que se reporta al 
trabajar con ADN convertido con bisulfito. El Cuadro 7 muestra los pasos y las 
temperaturas que se utilizaron en el programa para amplificar la región promotora 
de RASSF1A. Después se realizó una prueba con una PCR con gradiente de 
temperatura (56°C – 61°C) para encontrar la temperatura optima de alineamiento 
para nuestro par de oligonucleótidos. Para la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) se utilizó un reactivo comercial llamado GoTaq Master Mix, Promega, 
Madison, EUA,  el cual incluye todo lo necesario para llevar a cabo una PCR, solo 
hace falta agregar el ADN, los oligonucleótidos y el agua miliQ Adicionalmente se 
realizó una prueba con diferentes concentraciones de oligonucleótidos (0.08, 0.16, 
0.24, 0.32 y 0.4µM) para determinar la concentración optima para nuestra 
reacción.  
Cuadro 7. Condiciones del programa “RASSF1A” para la amplificación de la 
región promotora del gen RASSF1A 
 Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 
°C 95.0 95.0 57.0 72.0 72.0 14.0 
Minutos 5:00 0:30 0:30 1:00 10:00 ∞ 
 Paso 1 Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 1 Paso 1 
 
4.6.3 Amplificación de la región promotora del gen RASSF1A en 
muestras de pacientes con CM. 
Una vez que se obtuvieron las condiciones óptimas para amplificar la región 
promotora de RASSF1A se procedió a realizar la amplificación del promotor en las 
muestras de pacientes con CM. Para esto se utilizaron entre 5, 10 o 20 ng de ADN 
convertido por muestra así como 12.5 µl de la solución Master Mix GoTaq y 1 µl 
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de cada uno de los dos oligonucleótidos y una cantidad variable de agua milliQ 
que dependió de la cantidad de muestra de ADN empleada. Una vez concluido el 
programa del termociclador, se tomaron 5 µl de muestra y se mezclaron con 2 µl 
de jugo azul 1X y se cargaron en un gel de agarosa al 3% y se corrieron por 30 
minutos a 90V en una cámara de electroforesis. Una vez transcurrido el tiempo de 
corrida el gel se tiño en una solución de bromuro de etidio a 0.5 µg/ml por 15 min. 
Después el gel se enjuagó en un contenedor con buffer TAE 1X por 10 minutos y 
una vez transcurrido el tiempo, se coloco en el fotodocumentador para analizar los 
resultados. 
4.7 Secuenciación por bisulfito 
Al tener los amplicones generados por la PCR a partir del ADN convertido 
con bisulfito, lo siguiente que se realizó fue la secuenciación de estos.  
4.7.1 Purificación de los amplicones 
Como primer paso dentro del proceso de secuenciación de los amplicones 
esta la purificación de estos ya que en la reacción de PCR aparte de tener 
productos amplificados (amplicones), también hay oligonucleótidos y nucleótidos 
libres que, de no eliminarse, podrían generar problemas a la hora de la reacción 
de secuenciación. Por lo anterior se utilizó el reactivo ExoSAP-IT de Affymetrix, 
Santa Clara, EUA,  para la eliminación de estos agentes. Para esto se tomaron 7 
µl de la reacción de PCR y se mezclaron con 3 µl de ExoSAP-IT. Después los 10 
µl de reacción se incubaron 15 minutos a 37°C y después 30 minutos a 80°C. Una 
vez concluidos los periodos de incubación los amplicones estuvieron listos para 
realizar la reacción de secuenciación. 
4.7.2 Reacción de secuenciación 
Después de haber purificado los amplicones el siguiente paso fue llevar a 
cabo la reacción de secuenciación. La técnica de secuenciación por bisulfito se 
basa en la secuenciación Sanger por lo que para poder realizarla se requieren los 
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reactivos necesarios en una reacción de secuenciación Sanger convencional y 
ademas trabajar con ADN convertido con bisulfito.  
Los 10 µl de amplicones purificados que se obtuvieron después del 
tratamiento con ExoSAP-IT, se separaron en fracciones de 5 µl a las cuales se les 
agregó, a una de ellas, 1 µl del oligonucleótido delantero (Forward), 1 µl de 
solución BigDye® (Solución comercial de Life Technologies cuyo reactivo principal 
son los dideoxinucleotidos marcados con fluorescencia los cuales funcionan como 
terminadores de la polimerización) y 3 µl de agua milliQ, para la otra fracción de 5 
µl se le agregaron las mismas cantidades de reactivos solo que en vez del 
oligonucleótido delantero se puso 1 µl del oligonucleótido reverso. Al final se 
tuvieron dos reacciones de 10 µl por muestra, una para el oligonucleótido 
delantero y otra para el reverso. Después los tubos con las reacciones se 
introdujeron al termociclador y se corrió el programa de secuenciación cuyos 
parámetros se muestran en el Cuadro X. Una vez concluido el programa de 
secuenciación las muestras se sometieron a un último tratamiento de purificación 
antes de poder ser analizadas por electroforesis capilar. 
4.7.3 Purificación de la reacción de secuenciación. 
Una vez que concluida la reacción de secuenciación el siguiente paso fue 
eliminar todos los terminadores sin incorporar, así como el exceso de sales. Para 
esto se uso el reactivo comercial, BigDye Xterminator de Life Technologies.  
A los 10 µl de la reacción de secuenciación se le agregaron 45 µl de SAM 
(solución estabilizadora que viene con la solución del Xterminator) y 10 µl de 
Xterminator para obtener un volumen final de 65 µl por reacción. Hay que resaltar 
que al manipular la solución Xterminator es necesario estar mezclando con vortex 
constantemente para evitar que se asiente. Una vez que a todas las muestras 
estuvieron listas, estas se pusieron en agitación en vortex por 30 minutos y una 
vez concluidos los 30 minutos las muestras se centrifugaron a 1000 x g por dos 
minutos para asegurar que todas las perlas de la solución de Xterminator se 
separan de la fase acuosa. 
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4.7.4 Electroforesis capilar 
Una vez concluida la purificación de la reacción de secuenciación, el último 
paso consistió en tomar 30 µl de la fase acuosa, procurando dejar siempre algo de 
volumen de la fase acuosa para evitar pipetear perlas de la solución Xterminator, y 
pasarlos a una placa ABI, la cual posteriormente se colocó en el equipo de 
electroforesis capilar 3130 Genetic Analyzer. 
4.7.5 Procesamiento de las lecturas de secuenciación. 
Una vez concluida la corrida en el equipo de electroforesis capilar, los 
archivos (.ab1) de las lecturas obtenidas se procesaron y analizaron en el 
programa Gene Studio. Al abrir el programa primeramente se importaron los 
archivos a analizar y se procedió a realizar el análisis del electroferograma para 
“curar” las lecturas al corrigiendo cualquier error que el equipo pudiera haber 
generado por un empalme de picos o por estar muy próximos uno del otro y se 
determinó cuál era la región que contenía una mejor calidad en la lectura. Además 
se realizó el alineamiento de las lecturas obtenidas con nuestra secuencia de 
referencia para determinar si lo que se obtuvo en las lecturas de secuenciación  
correspondía a lo esperado. Para realizar los alineamientos se utilizó la 
herramienta informática Clustal Ω. Para estos ensayos se utilizaron ADNs de: 
sangre, como control negativo para metilación y un ADN genómico humano 
completamente metilado (Cells-to-CpGTM Methylated gDNA control, Life 
Technologies, Carlsbad, EUA. 
 4.8 Cuantificación de la expresión por qPCR 
 Para los ensayos de expresión se utilizó el ADNc obtenido a partir de las 
muestras de ARN extraído de los tejidos embebidos en parafina empleando la 
técnica de PCR en tiempo real. Sin embargo antes de realizar los ensayos de 
expresión se realizaron algunas pruebas para determinar las cantidades de ADNc 
que se emplearían por reacción, así como el control endógeno que se utilizaría 
para determinar la expresión por el método de ΔΔCt. Todos los ensayos de 
expresión se realizaron en el equipo StepOnePlusTM (Life Technologies, Carlsbad, 
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EUA) y los resultados se analizaron con el programa StepOne software versión 
2.2.2 de Life Technologies. Las condiciones de la reacción de tiempo real se 
muestran en el cuadro 8. 
4.8.1 Selección del control endógeno. 
Uno de los pasos cruciales en la determinación de los niveles de expresión 
por qPCR es la selección de un control endógeno apropiado. Para esto se realizó 
como prueba una curva estándar de seis puntos de una muestra de tejido fresco 
normal amplificando tres genes: ARN ribosomal 18S, GAPDH y β-actina. Los 
reactivos y cantidades de la qPCR se muestran en el Cuadro X. Se incluyeron dos 
controles negativos por cada sonda (agua milliQ en lugar de ADNc) Las 
reacciones de qPCR se realizaron por triplicado en placas de 96 pozos. Para la 
curva se prepararon seis estándares de la muestra de ADNc de tejido normal 
diluidos secuencialmente en una proporción de 1:2. Después de haber realizado la 
curva se decidió utilizar a GAPDH como control endógeno debido a que presentó 
patrones de expresión similares a RASSF1A. 
Cuadro 8. Reactivos y cantidades empleadas en la reacción de qPCR. 
Reactivo Cantidad (µl/rxn) 
H2O variable 
Sonda 1 




4.8.2 Estandarización de la qPCR. 
Una vez que se determinó que control endógeno se iba a utilizar, lo 
siguiente fue determinar la cantidad de ADNc que se utilizaría por reacción. Para 
esto se realizó una curva estándar a cinco puntos por triplicado con cada una de 
las dos sondas que se utilizarían: GAPDH (control endógeno) y RASSF1A. Las 
reacciones se prepararon como se describió anteriormente y se incluyeron dos 
controles negativos para cada una de las sondas. Una vez concluida la qPCR, se 
observó que la cantidad óptima de ADNc era de 800ng por reacción. 
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4.8.3 Amplificación de las muestras de tumor y tejido normal por 
qPCR. 
Se realizaron los ensayos de expresión en las muestras de ADNc obtenido 
a partir de ARN extraído de tejidos tumorales y normales embebidos en parafina. 
Para esto se prepararon las reacciones como se mencionó anteriormente pero en 
este caso por duplicado para cada una de las sondas. 
4.8.4 Determinación de los niveles de expresión en las muestras de CM 
Una vez que se obtuvieron los resultados de expresión de las muestras 
problema, se tomó únicamente el valor de Ct para cada uno de los dos genes 
estudiados, el cual indica el ciclo al cual la muestra estaba en la fase logarítmica 
de la qPCR, y estos se compararon contra el Ct del gen endógeno para obtener el 
primer ΔCt, y a su vez, el resultado se comparo contra el ΔCt obtenido entre el gen 
problema y el endógeno pero en una muestra de tejido normal para obtener el 
ΔΔCt. La muestra de tejido normal fue nuestra referencia y presentó un valor de 
uno, mientras que las demás muestras presentan valores por encima o por debajo 








Capítulo V. Resultados. 
5.1 Recolección de muestras. 
Entre enero y junio del 2014 se reclutaron un total de 48 pacientes. De 
estas se obtuvieron un total de 20 tumores y 34 muestras de sangre. En 12 
pacientes se pudieron obtener muestras pareadas de tumor y sangre.  
De todas las pacientes reclutadas el 43.75% de estas fueron reclutadas en 
el HSJ, el 31.25% en la UMAE #23 del IMSS y el 25% se reclutaron en el HU de la 
UANL. 
 A todas las pacientes reclutadas se les entrevistó para obtener información 
personal y clínica relevante para el estudio. A partir de la información obtenida de 
la hoja de recolección de datos se hizo un análisis de frecuencias y medias y se 
encontró lo siguiente: 
 La media de edad para las paciente incluidas en el estudio, y que por 
consiguiente tenían diagnóstico confirmado de CM, fue de 56 años, en 
donde la paciente más joven tenía 26 años y la más longeva 88 años. 
 En cuanto al Índice de Masa Corporal, el 3% de las pacientes presentó un 
valor por debajo de lo normal, el 29% de las pacientes presento uno normal, 
el 39% uno dentro de la categoría de sobrepeso y el 29% presento uno 
dentro de la categoría de obesidad 
 En cuanto a los antecedentes heredofamiliares, se encontró que el 29% de 
las pacientes tenían antecedentes de cáncer en su familia, mientras que el 
10% tenían algún familiar directo afectado por este padecimiento. 
 De todas las pacientes, el 65% eran postmenopáusicas, mientras que el 
resto fueron pre-menopáusicas. 
Todos los tumores y muestras de sangre recolectadas se procesaron como 
se mencionó anteriormente en la sección de materiales y métodos para los 
estudios de metilación y expresión pertinentes. 
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Para los estudios de metilación se analizaron cinco muestras pareadas 
(sangre y tumor del mismo paciente) y además otros cinco tumores 
independientemente de si tenían una muestra de sangre correspondiente. Para el 
caso de los estudios de expresión, se analizaron siete tumores y un tejido normal, 
el cual fue usado como control. 
 5.2 Detección y evaluación de los patrones de metilación presentes en 
la región promotora del gen RASSF1A. 
 5.2.1 Amplificación de la región promotora del gen RASSF1A en 
muestras de pacientes con CM. 
Para la amplificación de la región promotora de RASSF1A, lo primero que 
se realizó fue el diseño de los oligonucleótidos que flanquearían la región de 
interés. 
El oligonucleótido 5´ tuvo un tamaño de 30 pb (5´-
GGATGTGGGGATTTTTTTTTTTTAGTATAG-3´), mientras que el 3´ sólo de 23 pb 
(5´-GAAGGAGGGAAGGAAGGGTAAGG-3´). Las temperaturas de alineamiento 
(Tm) predichas con el programa Oligo7 para el oligonucleótido 5´ y el 3´ fueron de 
57.7°C y 60.9°C, respectivamente, por lo que hipotéticamente la Tm óptima de 
nuestra reacción de amplificación es de 59 °C. En la figura 6 podemos observar un 
mapa de la región a estudiar del gen RASSF1A. 
Después de haber obtenido los oligos, se determinó que la región a analizar 
tendría una longitud de 145 nucleótidos y esta cubriría un total de 10 dinucleótidos 


















Los geles correspondientes a la estandarización (detección de la Tm óptima 
de los oligonucleótidos  y cantidad de oligonucleótidos por reacción) se muestran 
en la figura 7. La temperatura óptima de alineamiento para los oligonucleótidos 
que se diseñaron fue de 57°C y es fácil apreciar que los amplicones generados en 
la PCR en la que se usó una Tm de 57°C, es donde se observa una mejor señal. 
Por otro lado, se muestra el gel correspondiente a la prueba con diferentes 
cantidades de oligonucleótidos, donde después de analizarla, se detectó que de 
las concentraciones finales utilizadas, la que presentó un mejor resultado fue la de 
0.4µM (1µl de oligonucleótidos al 10µM por reacción).  
Figura 6. Mapa de la región a estudiar del gen RASSF1A. 
En la parte superior, en color café, se puede observar la estructura del gen 
RASSF1A donde se destacan los seis exones que lo componen así como una 
isla CpG que abarca todo el exón 1. En la parte inferior se muestra la secuencia 
que se analizó. En color rosado se observa el oligonucleótido delantero, 
mientras que el oligonucleótido reverso esta en color azul. En rojo se observan 
los dinucleótidos CpG y en azul intenso la región de mayor actividad promotora. 
En la parte central de la secuencia también se puede contemplar un sitio de 











Una vez realizada la estandarización de la PCR para amplificar la región 
promotora del gen RASSF1A, se procedió a llevar a cabo la PCR pero esta vez 
con el ADN que había sido tratado con bisulfito y extraído a partir de los tumores 




5.2.2 Secuenciación por bisulfito 
Después de haber llevado a cabo la secuenciación y de analizar lo 
evidenciado por la electroforesis capilar, se analizaron y procesaron las lecturas 
obtenidas. Durante el procesamiento lo primero que se realizó fue la evaluación de 
nuestros controles de metilación para verificar que la conversión con bisulfito de 
ADN hubiera sido eficiente y para confirmar que la reacción de secuenciación 
diera los resultados esperados. Como se había mencionado anteriormente, en la 
sección de materiales y métodos, como controles positivos de metilación de utilizó 
un ADN genómico humano completamente metilado y como control negativo para 
metilación se utilizaron las muestras de sangre, ya que está reportado que estas 
pueden ser usadas de tal manera en este tipo de ensayos. En la figura 9 se 
Figura 8. Amplificación de muestras representativas de la región promotora de 
RASSF1A a partir de ADN extraído de tumores de pacientes con CM 
Figura 7. Pruebas para la estandarización de la PCR para amplificar la región 
promotora del gen RASSF1A. 
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pueden observar los electroferogramas correspondientes a estos controles y 
constatar que, como se esperaba, el control positivo para metilación efectivamente 
mostró metilación en todos los sitios CpG que se alcanzaron a analizar con las 
lecturas obtenidas (6/10) en todas las muestras, mientras que la sangre (control 
negativo) presentó una ausencia total de metilación. Esto se confirma al realizar 
un alineamiento de las lecturas obtenidas con la secuencia de referencia 
(secuencia de nuestro amplicón convertida con bisulfito asumiendo ausencia de 
metilación) en donde se observa claramente que los sitios donde no hay similitud, 
en el caso del control de metilación contra la secuencia de referencia, es donde 
los dinucleótidos CpG presentan metilación. Las Citosinas (Cs) son protegidas 
contra el tratamiento con bisulfito por estar metiladas y en la lectura aparecen 
como Cs y no como Ts (en caso de no haber presentado metilación). Para el 
control negativo se realizo el mismo alineamiento y en este caso se observa una 
homología del 100% en todos los dinucleótidos analizados ya que ninguno de ellos 
presento metilación y por lo tanto todas las Cs de los dinucleótidos CpG fueron 
cambiadas a Timinas (Ts). Otra forma más precisa de confirmar la veracidad de 
nuestros ensayos, es analizar los electroferogramas de los controles y como se 
puede observar en la figura 9, cada pico del electroferograma tiene un color 
diferente dependiendo del nucleótido que se esté leyendo. En el caso de las Cs, 
éstas se representan con picos de color azul, mientras que las Ts con picos de 
color rojo. En el electroferograma del control negativo para metilación se puede 
observar que en todos los sitios donde hay dinucleótidos CpG, sólo se encuentran 
picos de color rojo, lo que representa una T (ya que las Cs fueron cambiadas a Ts 
por el tratamiento con bisulfito) Mientras que en el electroferograma del control 
positivo para metilación, se pueden observar solamente picos de color azul, lo que 
corresponde a Cs de los dinucleótidos CpG que fueron protegidas contra el 
tratamiento con bisulfito, debido a que, efectivamente, presentaban metilación. 
Otro aspecto a considerar es sí la conversión con bisulfito se llevó a cabo 
correctamente y como se puede ver en los electroferogramas de ambos controles, 
los picos correspondientes a las Ts que  
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anteriormente eran Cs (antes de la conversión con bisulfito) se ven claramente 
como un sólo pico. Mientras que en el caso de que la conversión con bisulfito no 
hubiera sido eficiente, se hubieran observado dos picos traslapados, uno de color 
azul, correspondiente a las Cs que no fueron convertidas y otro pico rojo, 
correspondiente a las Cs que si fueron cambiadas a Ts. Como en el caso de 
ambos controles no se observa este evento podemos aseverar que la conversión 




Una vez que se aseguró que la reacción de secuenciación fue exitosa y que 
la conversión con bisulfito fue cercana al 100%, se procedió a procesar las 
lecturas de la secuenciación correspondiente a las muestras de tumor y sangre. 
En la figura10 se pueden observar los resultados obtenidos de la secuenciación de 
las 10 muestras de tumor y cinco de sangre. De las cinco muestras de sangre 
ninguna presentó metilación y de las 10 muestras de tumor, nueve presentaron 
metilación al menos en uno de los dinucleótidos CpG analizados que se cubrieron 
en las lecturas de secuenciación de todas las muestras, lo que correspondería a 
una frecuencia del 90% para este evento. De las 10 muestras de tumor, siete 
(70%) de ellas presentaron metilación en todos los dinucleótidos en común y de 
las 10 muestras de tumor analizadas, la lectura de siete de ellas alcanzó a cubrir 
Figura 9. Lecturas y electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciación 
de la región promotora de RASSF1A de los controles positivo (izquierda) y 
negativo (derecha) para metilación. 
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el sitio de restricción para BstuI, el cual consta de dos dinucleótidos CpG seguidos 













 5.3 Medición de los niveles de expresión de RASSF1A. 
 Para realizar los ensayos de expresión se realizó una curva estándar de 
RASSF1A con el control endógeno que se seleccionó (GAPDH), con el fin de 
determinar cuál sería la cantidad de ADNc necesaria para realizar los estudios de 
expresión en las muestras de pacientes. En la figura 11 se muestra en la parte 
superior la curva estándar para RASSF1A y GAPDH, usando ADNc que se generó 
a partir de ARN extraído de un tejido normal fijado en parafina. La curva se realizó 
a cinco puntos (4000, 2000, 1000, 500 y 250 ng de ADNc) por triplicado. En base 
a lo que se observa en la curva, se decidió trabajar con una cantidad de 2000ng 
(2µg) de ADNc por reacción. Mientras que en la parte inferior de la imagen se 
Figura 10. Representación grafica de los sitios CpG metilados en cada una de 
las muestras analizadas. Los círculos verdes representan dinucleótidos CpG 
metilados y los círculos rojos dinucleótidos CpG sin metilación. 
47 
 
muestra la grafica que demuestra que existe una linearidad en la curva estándar 
que se realizó y cómo se puede constatar, los valores de R2 son superiores a 0.99 
y la eficiencia está por encima del 90% en el caso de GAPDH pero para RASSF1A 















Una vez que se determinó la cantidad de ADNc que se utilizaría para los 
ensayos de expresión en las muestras de CM, se procedió a realizar el análisis del 
ADNc obtenido a partir de tumores embebidos en parafina y una muestra de tejido 
normal para obtener el ΔΔCt. En la figura 12 se muestra la amplificación por qPCR 
de las muestras de tumor y utilizando el programa StepOne Software V2.2.2 se 
procedió a obtener los Cts para cada una de las muestras con lo que se logró 
Figura 11. Curva estándar de RASSF1A y GAPDH usando ADNc de una 
muestra de tejido mamario normal. 
48 
 
calcular el ΔCt (diferencia entre el valor de Ct del gen problema y el gen endógeno 
en el tumor) y posteriormente el ΔΔCt (diferencia entre el ΔCt obtenido del gen 
problema y el endógeno en el tumor y el ΔCt obtenido  del gen problema y el 
endógeno en una muestra de tejido normal). Una vez obtenidos estos valores, se 
realizaron los cálculos necesarios para obtener los valores de expresión relativa, 
donde el valor uno representa expresión normal (expresión del gen problema en el 
tejido normal) y los valores por encima de este representan sobreexpresión y los 
valores por debajo de estos representan una baja en la expresión. Después, los 
valores de expresión relativa se graficaron y los resultados se muestran en la 









En la grafica de expresión de RASSF1A se puede observar que con 
excepción de la muestra del paciente 36, todas las demás presentaron una sub-


























5.4 Relación de la metilación de RASSF1A con su expresión. 
Una vez que se tuvieron los resultados de los ensayos de metilación y 
expresión, lo siguiente fue comparar los resultados en busca de patrones 
específicos de metilación que pudieran estar relacionados con los patrones de 
expresión. Como se puede observar en la figura 14,  de las muestras a las que se 
les realizaron los ensayos de expresión, la gran mayoría presentaba metilación en 
Figura 14. Comparación entre los niveles de expresión y el estado de metilación 
del gen RASSF1A en tumores de pacientes con CM 
Niveles de expresión 
Figura 13. Amplificación por qPCR de muestras representativas de CM y una de 
tejido normal. 
 1   2                         3        4     5     6                   7      8                                                     9                    
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todos los sitios CpG en común para todas las muestras, con excepción de la 
muestra 36, en la cual no se pudo detectar metilación, así como de la muestra 
cuatro, la cual presentó metilación sólo en dos sitios CpG. Las muestras que 
presentaron metilación en todos los sitios también mostraron una sub-expresión 
en comparación con la referencia (tejido normal). Sin embargo, no todas 
presentaron los mismos niveles de expresión. La muestra 36 presentó una sobre-
expresión y la cuatro una sub-expresión. En la figura 15 se muestra la 

















Figura 15. Comparación entre la expresión de RASSF1A y el patrón y el grado 
de metilación en sitios específicos. El recuadro en línea punteada encuadra los 
dos sitios CpG (CGCG) más próximos a la región promotora. 
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Capítulo VI. Discusión. 
En este estudio, a pesar de tener un tamaño de muestra reducida, se 
encontró que la media para la edad de las pacientes reclutadas al estudio con 
diagnóstico confirmado de CM fue de 56 años, donde los extremos fueron 
determinados por una paciente con 26 años de edad y otra de 88 años de edad, 
similar a lo reportado por otro estudio realizado un par de años atrás en este 
mismo laboratorio, donde la media fue de 53 años [6].  
En cuanto al IMC, en este estudio se encontró que de todas las pacientes 
reclutadas, el 68% de ellas tenían sobre peso u obesidad, mientras que el 29% 
presentaron un peso normal y un 3% un peso por debajo de lo normal. A partir de 
estos datos se puede observar que existe una clara tendencia a que el CM sea 
más frecuente en pacientes con sobrepeso u obesidad como ya se ha reportado 
en otros estudios recientes que incluso afirman que la obesidad ha surgido como 
un factor de mal pronóstico independiente para CM, independientemente del 
estado de menopausia [60, 61]. 
En lo que respecta a los antecedentes heredofamilares. En los resultados 
obtenidos se pudo observar que 29% de los casos tenían algún familiar afectado 
por algún tipo de cáncer, mientras que el 10% de los casos contaba con al menos 
un familiar directo afectador. Tomando estos datos y comparándolos con otros 
estudios como el de Anand en el 2008 [62], se puede ver que en este porcentaje 
de casos con familiares directos afectados por algún tipo de cáncer, es muy 
probable que exista algún gen alterado en la familia que estuviese contribuyendo a 
la aparición del tumor, como lo reportado por Anand donde refieren que entre el 5 
y 10% de todos los casos de CM son atribuidos a alteraciones genéticas, 
principalmente. 
En cuanto a la paridad, se observó que el 87% de las pacientes habían 
tenido hijos y el 65% de las pacientes eran mujeres en etapa post-menopáusica, lo 
que pareciera correlacionarse con la edad media de las pacientes dentro del 
estudio que fue de 55 años, ya que se encuentra en el límite superior del rango de 
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edad en el que las mujeres entran en la menopausia que es entre 45 y 55 años 
[63]. 
Durante la amplificación de la región promotora del gen RASSF1A en las 
muestras de las pacientes con CM, se observó cierta variabilidad en la eficiencia 
de amplificación, aun y cuando se había realizado una estandarización previa. 
Esto puede deberse en parte a que la estandarización de la PCR se realizó 
empleando una sola muestra de ADN convertido, por lo que la variabilidad en la 
amplificación entre las muestras pudiera deberse en parte a la calidad de la 
muestra por un lado, y por otro a la degradación que pudo haber sufrido el ADN 
durante el tratamiento con bisulfito, ya que una de las desventajas de trabajar con 
este método es que puede haber pérdida de material genético adicional por este 
tratamiento [64]. 
Durante la amplificación de la región promotora de RASSF1A en las 
muestras de los pacientes con CM, se observó que en casi todos los casos al 
aumentar la cantidad de ADN convertido que se utilizaba por reacción de PCR, se 
podía resolver el problema de la pobre amplificación, lo que estaría apoyando la 
hipótesis del problema de la degradación de las muestras de ADN por el 
tratamiento con bisulfito. 
En el caso de la secuenciación por bisulfito, después de haber analizado las 
secuencias, se identificaron las muestras que habían presentado metilación y en 
qué sitios específicos se daba esta.  
En este estudio encontramos metilación en el 90% de las muestras de 
tumor (9/10) en al menos uno de los sitios analizados, por lo que la frecuencia de 
este evento en pacientes con CM es bastante alta, similar a lo encontrado en otros 
estudios [54, 65]. En las muestras analizadas se detectó metilación en al menos 
uno de los sitios CpG analizados. Existen estudios similares que emplean técnicas 
que analizan solo un nucleótido (o de unos cuantos) y sin embargo se reporta 
como metilación en la región promotora de los genes [54, 65-67]. 
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Debido a lo anterior, y probablemente a qué tan representativa haya sido la 
muestra analizada, existe cierta variación entre lo reportado en diversos estudios, 
ya que muestran frecuencias de este evento de entre 9 y 99% [68]. En este caso 
la base de datos de donde se obtuvo esta información (www.pubmeth.org) indica 
que todos estos estudios emplearon una técnica que detecta sitios CpG únicos, 
por lo que dependiendo de qué región específica se esté abarcando, y más aun, 
qué dinucleótido CpG se esté analizando, los resultados pudieran variar dentro de 
una misma muestra (dependiendo que dinucleótido CpG específico se esté 
analizando). Además, en estos las técnicas empleadas se basan únicamente en la 
amplificación selectiva de alelos metilados y sin metilar. Es por esto que la 
sensibilidad no es la más adecuada. Aunado a lo anterior, otro factor a considerar 
es la naturaleza de las muestras, ya que en muchos casos se pudiera estar 
analizando tejido adyacente al tumor. En caso de que no se realicen los estudios 
patológicos pertinentes, se podría conducir a la posibilidad de obtener falsos 
negativos.  Por todo lo anterior es necesario resaltar la importancia de emplear 
técnicas basadas en secuenciación para obtener una idea más clara del estado de 
metilación de una región específica. 
Si en vez de considerar como un estado metilado a todas aquellas 
muestras que tengan al menos un sitio CpG con metilación detectable, se 
considerara un estado metilado sólo a aquellas muestras que presentaran 
metilación en todos los sitios CpG analizados, la frecuencia de este evento, para 
este estudio, cambiaría de un 90% a un 70%, similar a lo que sería el promedio de 
las frecuencias reportadas en la base de datos mencionada anteriormente, que 
sería 61.3% [68]. 
De las muestras de tumor analizadas, las lecturas de siete de ellas fueron 
capaces de cubrir el sitio de restricción para la enzima BstuI (CGCG) y de éstas, 
siete muestras seis de ellas presentaron metilación en este sitio, el cual está muy 
próximo a la región de mayor actividad promotora [69] y por los resultados de los 
ensayos de expresión pareciera que la metilación de este sitio específico es de 
gran importancia en el silenciamiento de RASSF1A. 
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En los ensayos de expresión, de las siete muestras analizadas se observó 
que, con excepción de la muestra 36, todas presentaron una expresión por debajo 
de lo normal (expresión de RASSF1A en tejido normal). De las muestras que 
presentaron este patrón, se puede observar claramente que la muestra siete es la 
que presentaba el decremento en la expresión más claro, ya que prácticamente no 
hubo señal, lo que sugeriría que la metilación en la muestra siete prácticamente 
redujo en su totalidad la expresión de RASSF1A. Resulta de interés analizar a 
detalle el patrón de metilación de esta muestra. Además de la muestra 7, la 
muestra cuatro también mostró claramente que estaba sub expresada en 
comparación con el tejido normal. Además de estas muestras, las muestras 40 y 
13 mostraron una baja notable en su expresión, mientras que la 38 y la 12 
mostraron sub-expresión, pero en menor nivel. En general, se observó un 
decremento en la expresión en casi todas las muestras donde se detectó 
metilación en la región promotora, como ya se ha reportado en otros estudios en 
diferentes tipos de cáncer así como en CM [54, 70-72].  
Al comparar los resultados obtenidos por la secuenciación y en los ensayos 
de expresión, se detectó cierto patrón en cuanto a la metilación de sitios 
específicos y los niveles de expresión en las muestras. Sin embargo, 
primeramente se comparó el estado de metilación de los sitios contra la expresión 
del gen y se encontró a grandes rasgos que la muestra 36, la cual presentó una 
ausencia de metilación en todos los sitios CpG (en común con las demás 
secuencias), presenta una expresión por arriba de la referencia, que en este caso 
es el tejido normal.  
Todas las demás muestras analizadas presentaban una sub-expresión al 
compararlas con la referencia y si se comparan individualmente, la expresión de 
cada muestra contra su estado de metilación, se pudiera decir que todas 
presentaron el mismo patrón;  esto es, que todas con excepción de la muestra 
cuatro, presentaron cierto grado de metilación en todos los sitios CpG analizados, 
lo que corresponde con el decremento en los niveles de expresión al ser 
comparadas con la referencia. Sin embargo, cada muestra presenta diferentes 
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niveles de expresión, por lo que un análisis más detallado del los 
electroferogramas pudiera proporcionar pistas respecto al efecto de la metilación 
en sitios específicos hacia la expresión del gen.  
Al analizar los electroferogramas observamos que en dos sitios CpG que se 
encuentran consecutivos rio arriba de la secuencia analizada, uno inmediatamente 
después del otro, y al tener esta organización forman un sitio de reconocimiento 
para la enzima BstuI (CGCG). Debido a que estos sitios se encuentran muy cerca 
de uno de los oligonucleótidos que se emplearon para amplificar la región de 
interés, las lecturas no son muy buenas en esta región y no todas las muestras 
alcanzaron a cubrir estos sitios. Sin embargo, las cuatro muestras que se 
presentan en la figura 15 sí los abarcan y, en los cuatro casos, estos sitios 
presentan cierto grado de metilación. Cabe resaltar que estos dos sitios CpG, de 
todos los analizados, son los que se encuentran más próximos a la región 
promotora [75]. 
Al analizar el estado de metilación de estos sitios y de compararlos entre 
las muestras, podemos observar cierto patrón o tendencia. En estos dos sitios 
específicos se observó cierta tendencia en donde las muestras que presentaban 
mayor proporción de metilación en estos sitios, eran las que presentaban los 
menores niveles de expresión. Para estos dos sitios específicos, si hubo una 
correlación entre los niveles de metilación y la expresión.  
Lo anteriormente mencionado pudiera sugerir que estos dos sitios CpG, al 
estar tan próximos del promotor, y en base a los resultados que se obtuvieron, 
pudieran tener un papel clave en la expresión del gen RASSF1A, ya que se ha 
reportado que le metilación en sitios CpG únicos es capaz de disminuir 
significativamente la expresión de algunos genes [76]. 
En este estudio se encontraron patrones de metilación en sitios específicos 
CpG de la región promotora del gen RASSF1A, que al parecer están directamente 
relacionados con la expresión del gen. Al tratarse de una región tan pequeña y tan 
localizada, se pudiera pensar que, de los dos mecanismos principales por los 
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cuales la metilación de las citosinas del ADN conlleva al silenciamiento 
(impedimento estérico o silenciamiento por re-arreglos de la cromatina [77, 78]) el 
silenciamiento por bloqueo físico de la unión de factores de transcripción al ADN 
resulta el más factible, aunque pudiera ser una mezcla de ambos. 
Al tratarse de un gen supresor de tumores [79] y dado el hecho de que el 
grado de metilación de este gen se ha relacionado con un aumento en los niveles 
de expresión del gen del receptor de estrógenos (ESR1)en CM [65], resulta de 
interés analizar más a detalle estos sitios específicos, ya que como se mencionó 
anteriormente, el grado de metilación de estos sitios específicos pareciera tener un 
gran impacto en la expresión del gen, lo que favorecería la aparición o el 
desarrollo del CM, así como de otros tipos de cáncer. Para poder realizar esto se 
pretende aumentar el tamaño de muestra y emplear una técnica más práctica y 
sensible, como lo es la PCR en tiempo real para detectar proporciones de 
metilación en estos sitios específicos. Así como comparar los resultados obtenidos 
con los datos clínicos de las pacientes para tratar de encontrar una asociación 
entre el grado de metilación en estos sitios específicos y, probablemente, el 












Capítulo VII. Conclusión 
 En base a lo encontrado en este estudio, en referencia a la frecuencia de la 
metilación en la región promotora de RASSF1A, se puede concluir que la 
técnica de secuenciación con bisulfito proporcionó buenos y claros 
resultados al poder analizar un mayor número de dinucleótidos CpG, así 
como mostrar una mayor sensibilidad (al comparar lo encontrado en este 
estudio con otros estudios similares pero empleando técnicas de menor 
resolución). 
 La técnica de secuenciación por bisuflto nos permitió detectar diferentes 
patrones de metilación en las muestras de tumores con CM. 
 De los 10 tumores analizados, nueve de ellos presentaron metilación en al 
menos uno de los seis sitios analizados en todas las muestras, lo que 
sugiere una frecuencia de este evento del 90%. 
 Ninguna de las muestras de sangre presentó metilación, corroborando lo 
reportado en otros trabajos donde resaltan el uso del ADN leucocitario 
como control negativo en los ensayos de metilación 
 La expresión de RASSF1A es regulada en gran medida por el grado de 
metilación presente en la región promotora del gen RASSF1A 
 La metilación de la región promotora del gen RASSF1A es capaz de 
disminuir los niveles de expresión al mínimo, dependiendo de los 
dinucleotidos CpG afectados. 
 La metilación del sitio de restricción CGCG  parece estar correlacionada 
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ANEXO 3. Hoja de recolección de datos 
Estudio Genómico del Cáncer de Mama  
Hoja de Recolección de Datos 
Fecha: ______________________ 
DATOS DE IDENTIFICACIÓN DEL PACIENTE                    
 
Lugar de recolección de datos:________________________________________________________ 
Iníciales de la paciente: ________________________  Clave Protocolo: ______________________ 
Procedencia: __________________________________  # expediente: _______________________ 
Domicilio: _______________________________________________________________________ 
Teléfono: _____________________________    Teléfono Opcional: _________________________ 
Teléfono Celular: ________________________     e-mail: __________________________________ 
Sexo:    M   F                           Fecha de Nacimiento: ___________________________________ 
Estado de Nacimiento: _______________               Edad: _________  Raza:___________________ 
Escolaridad: a) Primaria no terminada       b) Primaria          c) Secundaria           d) Preparatoria  
                     e) Técnico                              f) Universitario                   g) No sabe leer ni escribir 
Ocupación: _______________________________ 
 
ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES ONCOLÓGICOS 
Antecedente de cáncer:________________ ¿Cuantos familiares?__________  
Mama: SI___NO___  Ovario: SI___NO___  Colon: SI____NO____  Otro:   SI____NO____ 
Tipo de cancer______________quien_________________materno____paterno____ambos____edad____ 
Tipo de cancer______________quien_________________materno____paterno____ambos____edad____ 
Tipo de cancer______________quien_________________materno____paterno____ambos____edad____ 






Procedencia del padre_____________________________________________________________ 
Procedencia de la madre___________________________________________________________ 
Procedencia del abuelo paterno_____________________________________________________ 
Procedencia de la abuela paterna____________________________________________________ 
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Procedencia del abuelo materno_____________________________________________________ 
Procedencia de la abuela materna_____________________________________________________ 
ANTECEDENTES PATOLÓGICOS 
 
Peso_______ Talla___________ IMC___________ Peso normal___ Sobrepeso ___ Obesidad ___ ¿Cuándo 
empezó a subir de peso? (solo en sobrepeso u obesidad) 
____________________________________________________________________________________ 
Tipo de Obesidad: Ginecoide: _____________ Androide: _____________ 
¿Ha tenido cambios drásticos de peso recientemente (hace menos de1año)? NO___ SI___  
Cuantas veces:_____ Cuánto:___________ Cuando:______________ En cuanto tiempo: ____________  
¿Hace cuánto fue la última vez? ______________ Observaciones:_________________________________ 
Es Diabética: ___________ tipo:______ ¿Cuándo se diagnosticó? _________________ 
Tratamiento:_______________________ Control:______________________ 
¿Ha padecido alguna otra enfermedad metabólica? (Ex tiroidea, dislipidemia) ? ¿Cuál? ____________ 
__________________________________________________________________________________ 
Comentarios de la paciente__________________________________________________________ 
¿Ha padecido algún tipo de hepatitis?_______ ¿Cuál? ______________ 
¿Ha padecido alguna otra enfermedades infecciosa?________ ¿Cuál?__________________________ 
Observaciónes:_________________________________________________________________________ 






¿Tenía acceso a realizarse mamografías en su comunidad? 
Se realizaba mamografías anuales   SI_______ NO_____  




Fecha de la última menstruación:__________ Ciclo en días(promedio)____ Min.____ Max.____ 
Fecha de menarca:_____________________  
Menopausia:___________edad:___________fisiológica o quirúrgica?_________________ 
Terapia de reemplazo hormonal: NO____ SI_____   
¿Está actualmente recibiendo esta terapia? NO____ SI____ ¿Desde cuándo? ________________________ 
¿Hace cuánto tiempo que recibió esta terapia? _______________ ¿Por cuánto tiempo?______________ 
¿Ha usado anticonceptivos orales? NO_______ SI_______ ¿Por cuánto tiempo?_______________ 
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¿Cuándo fue la última vez que uso anticonceptivos orales? ____________________________________ 
Observaciones: ________________________________________________________________________ 
Gestas:________ Partos:_________ Cesáreas:________Abortos:_________Hijos vivos:_________ 




Lactancia  SI_____NO________ ¿Cuánto tiempo?_______________ ¿Cuántas veces? ________________ 
Observaciones:__________________________________________________________________________ 
 
ANTECEDENTES NO PATOLÓGICOS/SOCIALES 
 
Consume alcohol: SI ____NO_____ ¿Cuánto?________________ ¿Cada cuándo? ____________________ 
Tiempo de consumo (años, meses):___________________________ 
Fuma o ha fumado: SI_____NO____  Edad de inicio________ ¿Cuánto tiempo fumo?_____ ¿Cuántos 
cigarros al día?_______________ 
Consume alguna otra droga: SI______NO_______ ¿Cuáles?____________________________________ 
Ha estado expuesta a radiación (RayosX, TAC, pantas, fábricas, etc) : SI____NO____ ¿Por cuánto 
tiempo?______________________________________________________________________________ 
Consanguineidad (comunidad cerrada)______________________________________________________ 
Realiza algún tipo de ejercicio         SI__________ NO________ 
Si la respuesta es Sí: 
¿Qué tipo de ejercicio?____________________________________________________________ 
¿Cuántas veces a la semana realiza el ejercicio?_______________________________________ 
¿Durante cuánto tiempo realiza el ejercicio?__________________________________________ 
¿Tiempo que lleva realizando el ejercicio?____________________________________________ 
 
ANTECEDENTES ONCOLÓGICOS (sólo para pacientes con cáncer de mama). 
 
Fecha de diagnóstico de cáncer de mama: ________________________________ 
-Diagnóstico de primera vez o recaída:____________________________ 
-Tratamiento previo a recaída: ___________________________________ 
-¿cuánto tiempo llevaba de tratamiento?____________________________ 




¿Ha recibido tratamiento?: Sí_______ No________ 
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Qt_______________________________________________________________________       
Rt_______________________________________________________________________ 
Cx_______________________________________________________________________ 
Tiempo de tratamiento_______________________________________________________ 
 
DATOS DE PATOLOGÍA 
Se le hizo estudios de ER o PR:   SI_______NO______ 
Resultado____________________________________________ 
Se le realizo cirugía:  SI_____NO_____ Tipo de cirugía:_________________ 
Estadio clínico:_________________   TNM_________________________ 
Bloom- Richardson.___________________________ 
Persona que recoleta los datos (Nombre y Firma): _______________________________________ 
Persona que toma las muestras ______________________________________________________ 
 
